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1.1. VIRUS DE LA HEPATITIS C
1.1.1. Epidemiología y vías de transmisión
La infección por el virus de la hepatitis C (VHC) presenta una distribución universal.
Se considera que más de 500 millones de personas en el mundo se hallan infectadas por el
VHC, con variaciones geográficas en la prevalencia de anticuerpos en suero frente al VHC
(anti-VHC) que oscila entre el 0.3% en Canadá y Norte de Europa, el 0.6-0.8% en EEUU y
centro de Europa, el 1.2-1.5% en Japón y sur de Europa y el 4-6% en Africa (1,2).
La transmisión del VHC se realiza tbndaxnentalmente por vía parenteral o
percutánea, por exposición directa a sangre y otros productos derivados contaminados,
principalmente por transfUsiones o por el uso de agujas contaminadas entre los adictos a
drogas por via parenteral (ADVP). Aproximadamente el 70% de los donantes con anti-
VHC positivos por ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) se confirman por RIBA
(recombinant immunoblot assay) y la mayoría tiene lesión histológica hepática (3). Sin
embargo, el dato más concluyente para determinar si un donante está infectado por el VHC
sería la positividad del RNA por PCR (reacción en cadena de la polimerasa). En la
actualidad se estima que el riesgo de transmisión de la hepatitis C a través de sangre donada
que ha pasado todas las pruebas de cribado reglamentarias (detección de anti-VHC) es
inferior a 1 caso entre 103.000, reduciéndose el riesgo de hepatitis asociada a transfUsión de
un 0.19% a un 0.03% por unidad transfUndida (4).
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La prevalencia de infección en ADVP oscila entre el 60 y 90% y, a pesar de que en
los últimos alios se ha reducido considerablemente el número de casos de hepatitis aguda
entre los usuarios de drogas vía parenteral, este grupo continúa representando la mitad de
las infecciones adquiridas anualmente y, probablemente, el 50% o más de todas las
infecciones crónicas por el VHC (5).
La prevalencia de infección por el VHC entre los pacientes en hemodiálisis es del
10-20% y, en estos casos, se suma el riesgo de las transfUsiones al uso compartido de
dializadores y las frecuentes venopunciones (6). Los pacientes receptores de trasplantes de
órganos se consideran también población de alto riesgo para la hepatitis C (7).
Los profesionales sanitarios presentan un riesgo de infección por VHC ligeramente
superior que el de la población general, si bien la tasa de infección tras el pinchazo
accidental con aguja es bajo, oscilando entre el 5 y el 10%. Parece que el VHC puede
haberse diseminado también iatrogénicaxnente a través de la utilización de agujas y jeringas
no desechables, así como por la práctica de técnicas curativas tradicionales que incluyan la
punción cutánea, como en el caso de la acupuntura. Aunque infrecuente, está documentada
la transmisión del virus C a partir de cirujanos infectados y en los usuarios de drogas
inhaladas (8).
La transmisión vertical (matemofilial) es infrecuente (aproximadamente de un 5%),
excepto en los casos en que exista una elevada carga viral en suero materno, demostrándose
un incremento en la posibilidad de transmisión si la viremia es mayor de jQ6 copias/mI, o
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bien en presencia de infección materna concomitante por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIII) (9).
La transmisión sexual ocurre raramente (es menor del 5%), pero el riesgo aumenta
con la duración del matrimonio, en individuos coinfectados por VIII, en relación con
mayores niveles de RNA en estos pacientes inmunodeprimidos, y en caso de múltiples
parejas sexuales. El riesgo de transmisión es mayor de hombre infectado a mujer que a la
inversa, probablemente por una vía de transmisión percutánea inaparente, pues no se ha
detectado el RINA del VHC en semen de los pacientes infectados (10,11). La prevalencia de
anti-VHC en individuos homosexuales no ADVP oscila entre el 1 y el 18%, lo cual está en
proporción al número de parejas sexuales a lo largo de la vida.
La transmisión intrafamiliar (no sexual) del VHC se produce aproximadamente
entre el O y el 11% de los contactos de pacientes con hepatitis C crónica, generalmente por
transmisión percutánea inaparente al compartir hojas de afeitar, cepillos de dientes, etc (12).
El grupo de riesgo más prevalente es el de las hepatitis esporádicas, que representan
aproximadamente el 50% de los pacientes con hepatitis C, en quines no se reconocen
antecedentes de transfUsión sanguínea ni drogadicción, lo que no implica necesariamente
que la transmisión ocurriera por un mecanismo no parenteral. Posibles causas de infección
en estos casos son inoculaciones parenterales con material médico contaminado (en
hospitales, clínicas odontológicas o inyecciones con material no desechable antes de 1970) o
con alguna inoculación de drogas no confesada (13).
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ESTRUCTURA GENÓMICA DEL VIRUS C










1.1.2. Biología molecular del virus C
1.1.2.1. Estructura genómica del virus C
El genoma del VHC consta de una molécula de ácido ribonucleico (ARN)
monocatenario de polaridad positiva que posee unos 9400 nucleótidos, con una amplia
región de lectura abierta (open reading frame, ORF), que codifica una única poliproteina de
3010 ó 3011 aminoácidos, precursora de las diferentes proteínas estructurales y no
estructurales del virus, flanqueada por dos regiones no codificantes de secuencias muy
conservadas entre los diferentes aislados descritos del virus y que podrían estar implicadas
en la regulación de la replicación viral (14-16).
El análisis y comparación de la secuencia de nucleótidos del RNA-VHC ha
demostrado que posee homología parcial y comparte su organización genómica con otros
miembros de la familia Flaviviridae (17), que incluye flavivirus humanos y pestivirus
animales, y actualmente se considera al VHC como un nuevo género dentro de dicha familia
(18).
La región de lectura abierta del genoma del VHC presenta diferentes zonas y su
procesamiento por enzimas proteolíticas de origen celular y virico da lugar a las proteínas
estructurales, componentes del virión del VHC (19,20), y a las proteínas no estructurales,
respectivamente (Figura 1) (21,22).
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Entre las proteínas estructurales se conocen: una derivada de la región C del
genoma, que da lugar a la nucleocápside o core del virus (23) y comprende los primeros
191 aminoácidos de la poliproteina, y dos glicoproteinas derivadas de las regiones El
(gp3 1) y E2/NS 1 (gp7O) del genoma, que forman parte de la envuelta externa del virus
(22).
La proteína del core está bastante conservada entre los diferentes aislados del virus
C y tiene capacidad inmunogénica, pues presenta varios epitopos en su extremo N-terminal
que son reconocidos por las células B, dando lugar a la producción de anticuerpos por el
huésped (24).
Las glicoproteinas de la envuelta viral contienen importante epítopos neutralizantes,
incluyendo una región hipervariable (RHV) en el extremo aminoterminal de la región
E2/NS1, que bajo la presión inmune mutan rápidamente, permitiendo asi al virus eludir la
respuesta inmune del huésped y persistir (8,16,25).
Con respecto a las proteínas no estructurales (NS2-NSS), implicadas en la
replicación viral, el análisis de las secuencias de aminoácidos ha permitido definir la
existencia de secuencias consenso típicas de varias actividades enzimáticas: una actividad
helicasa, que eliminaría la estructura secundaria del RNA permitiendo su replicación, una
actividad serin-proteasa, implicada en el procesamiento de la poliproteina precursora, y una
RNA polimerasa dependiente del RNA, que estaría encargada de la replicación del genoma
del virus (15,20).
La región NS3 comprende las actividades enzimáticas helicasa y serin-proteasa,
además de la actividad nucleótido-trifosfatasa ATP-dependiente, y se solapa con N52 en la
formación de una proteasa.
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La proteína NS4A fUnciona como un cofactor de la serin-proteasa, implicada en la
escisión entre NS4B y NSSA.
La proteína NSSA es una fosfoproteina seríica cuya fUnción todavía no se conoce,
mientras que la proteína NSSB posee tanto actividad de RNA polimerasa dependiente del
RNA como de transferasa terminal (8,26).
En el extremo 5’ del genoma viral existe una región no codWcante (5‘NC o 5 ‘UTR:
5’unstranslated region), de 341 nucleótidos, que adopta una estructura secundaria en forma
de horquilla (hairpin) y es la porción más conservada del genoma del virus C. Por la gran
estabilidad que esta región presenta, debe desempeñar un importante papel regulador en los
procesos de replicación y traducción viral, iniciándose esta última por la unión de los
ribosomas a secuencias internas (IRES: internal ribosomal entry site) presentes en esta
región (27,28).
En el extremo 3 ‘existe otra región no codificante, más corta, también muy
conservada, seguida de una cola de poli-A o poli-U, según la variante viral, y cuya fUnción
no es totalmente conocida, pero parece jugar un papel en la replicación del VHC (26,29).
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1.1.2.2. Variabilidad genética del Virus C
El estudio por secuenciación del material genómico del VHC a partir de muestras
obtenidas en diferentes localizaciones geográficas, ha permitido comprobar la existencia de
una gran variabilidad genética asociada al VHC. Esta variabilidad se produce principalmente
por mutaciones puntuales en la secuencia de nucleótidos, dado que al ser un virus RNA
replica a través de una ARN polimerasa-AiRN dependiente sin capacidad de corrección de
errores (16,30).
La comparación de secuencias tanto parciales como completas, ha permitido
identificar y clasificar al menos seis amplios grupos, denominados genotipos, y numerosos
subtipos, que representan cepas con secuencias similares dentro de cada genotipo (31,32).
Además, puede existir variabilidad de nucleótidos en los virus circulantes en un mismo
individuo, Estas variantes se denominan cuasiespecíes, concepto que se define como la
mezcla de genomas capaces de circular en un mismo individuo infectado, predominando un
genoma principal junto a un amplio número de mutantes (33,34). En cualquier región
genómica estudiada deben distinguirse dos componentes dentro de la heterogeneidad de las
cuasiespecies:
1. Complejidad genética, que se define como el número total de variantes genéticas
principales dentro de la población de cuasiespecies.
2. Diversidad genética, que es la distancia media que existe entre las diferentes
variantes de la población de cuasiespecies.
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Existe una clasificación consensuada de los genotipos, basada en el porcentaje de
homología entre diferentes virus C en secuencias del genoma relativamente bien
conservadas que han mostrado ser definitorias de genotipo, como el core, El y la región
N55 (31,35,36): los grupos de virus C que presentan una homología con las secuencias
consenso < 70% se clasifican como genotipos; aquellos cuyas homologías oscilen entre 70 y
85% se consideran como diferentes subtipos dentro del mismo genotipo; los que muestran
homologías en tomo al 98-100% se denominan cuasiespecies y, para distinguirlos
generalmente se utilizan secuencias de la RHV. A los genotipos se les asigna un número del
1 al 6 y a los subtipos una letra (a, b, c) según el orden de descubrimiento (37).
Sin embargo, no todas las regiones del genoma del VHC tienen la misma capacidad
de admitir cambios en su secuencia. Además de la altamente conservada región 5 ‘NC, las
secuencias de aminoácidos de los productos codificados por los genes del core, N53 y N54
también están bien conservadas en la mayoría de los aislados, Por el contrario, las
glicoproteinas de la envuelta codificadas por los genes El y E2/NS1, y las proteínas
codificadas por los genes NS2 y NS5 muestran una mayor variabilidad entre los diferentes
aislados (26,30,34). Este hecho es especialmente notorio en el extremo aminoterminal de la
glicoproteina gp7O (E2/NS1) que contiene una RHV, como ya se ha mencionado (38,39).
Esta distribución segmentaría de la heterogeneidad en el genoma del VHC
probablemente se debe a las diferencias existentes entre genes que codifican proteínas
esenciales para la replicación del virus, que pueden tolerar pocas mutaciones, y otros genes
no esenciales para dicha replicación, como los de las proteínas de la envuelta. Además
algunas mutaciones pueden ser ventajosas para el virus; así, los cambios antigénicos en las
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proteínas estructurales derivadas de la RiHV dan lugar a epítopos específicos para cada virus
que son inductores de anticuerpos neutralizantes o son específicos de células T, lo cual
permitiría al virus C eludir la respuesta inmune del huésped (mutantes “escape”) y ello da
lugar a la persistencia de la infección y a la ausencia de inmunidad protectora en el
individuo, que puede ser reinfectado por el mismo o por una variante diferente del virus C.
Las tasas de aparición de estos mutantes vienen determinadas no sólo por la tasa de
mutación del virus, sino también por las condiciones de la respuesta inmune del huésped que
permita la supervivencia de variantes. La variación en la secuencia de nucleátidos en un
individuo infectado aumenta con la progresión de la lesión hepática. Por tanto, la selección
inmune de estas variantes explicaría las elevadas tasas de persistencia del virus en el tiempo
y la tendencia a la cronicidad de la infección por el VHC. Asimismo, el grado de
complejidad de las cuasiespecies y la diversidad de la región hipervariable están
estrechamente relacionados con la respuesta al tratamiento con interferón alfa: los pacientes
recidivantes y no respondedores muestran mayor grado de diversidad nucleotídica en el
análisis de sus regiones hipervariables (40-42).
Respecto a la distribución mundial, los genotipos la y lb se distribuyen por todo el
mundo, siendo el lb el más extendido y con especial prevalencia en Europa y Japón (16).
Por el contratio, el subtipo la es más prevalente en Estados Unidos. El tipo 2 se encuentra
mayoritariamente en Japón, Inglaterra y Estados Unidos. El tipo 3 se ha identificado en
Thailandia así como practicamente en toda Europa y en Estados Unidos. En Oriente Medio
y regiones de África como Zaire y Gabón se han identificado cepas del tipo 4. Los tipos 5 y
6 hasta el momento quedan más restringidos geográficamente, habiéndose identificado,
respectivamente, en pacientes de Sudáfrica y Hong Kong (38,43).
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Implicaciones epidemiológícas y clínicas de la infecciónpor los diversosgenotipos
del virus C
1. La epidemiología de la infección: en general, se ha definido un patrón parenteral
de transmisión en los pacientes infectados por el tipo 1, asociándose a transfUsiones de
sangre y hemoderivados. El genotipo Ib es el más prevalente en los casos de hepatitis
esporádica. La coinfección por varios genotipos se ha relacionado con determinadas vías de
transmision: se ha descrito un mayor número de infecciones mixtas en hemofilicos, lo que
estaría asociado con la recepción de hemoderivados de múltiples donantes (44). La
infección en individuos ADVP se ha relacionado con los tipos la y 3 (45). El genotipo
también ayuda a esclarecer otras vías de transmisión del VHC: en caso de sospecha de
transmisión sexual, el hallazgo de un genotipo diferente en cada uno de los miembros de la
pareja excluye estavía como responsable de la transmisión de la infección por el virus C.
2. La variabilidad genética del VHC determina d<ferentes antigenicidades. La
existencia de epítopos tipospecíficos puede traducirse en respuesta serológíca con
producción de anticuerpos tipospecificos, hecho que explicaría la serología negativa en un
pequeño porcentaje de pacientes con infección por el VHC, dado que los anticuerpos
específicos producidos durante la infección por un determinado genotipo no reconocen los
antígenos incluidos en las pruebas comerciales que derivan del virus C prototipo (46).
3. La gravedad de la lesión hepática en la hepatitis C puede estar condicionada,
entre otros factores, por el genotipo infectante (47,48). Así, se ha asociado la infección por
el genotipo ib, y, en general por el tipo 1, con una hepatitis crónica de mayor severidad y
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evolución a cirrosis. No obstante, se ha demostrado que los pacientes infectados por el
genotipo lb tienen mayores concentraciones séricas de RNA-VHC que los pacientes
infectados por otros genotipos, pudiendo ser ésta la causa principal de que exista una mayor
lesión histológica hepática. Este mismo genotipo ha sido relacionado con el desarrollo de
hepatocarcinoma, pues es el más prevalente en los casos en los que se detecta este tumor
(49).
4. La mayor utilidad de la determinación del genotipo viral es quizá como factor
predictivo de la respuesta al tratamiento con interferón (IFN) (50). El genotipo lb se ha
asociado a una menor repuesta al tratamiento con JEN (51), mientras que, en general, el
resto de los genotipos presenta una respuesta más favorable a este fármaco.
En resumen, la heterogeneidad genética que presenta el VHC proporciona a éste la
de habilidad para “escapar” al control inmunológico del huésped, conduciendo en más del
80% de casos a una infección crónica y a una ausencia de inmunidad protectora en el
huésped frente a reinfecciones en repetidas exposiciones individuales al virus.
1~1DIBL•OTrcA
Introducción
1.1.3. Manifestaciones clínicas e historia natural de la hepatitis C
La hepatitis C representa un serio problema sanitario, ya que es la causa más
importante de hepatopatía crónica; se estima que alrededor del 70% de las hepatitis crónicas
están causadas por el virus C.
1.1.3.1. Hepatitis aguda por el virus C
El virus C es el causante del 20% de las hepatitis agudas. La mayoría de los
pacientes que presentan infección aguda están asintomáticos, y sólo desarrolla ictericia un
escaso porcentaje (inferior al 25%) (52,53). El periodo de incubación es de unas 7 semanas,
con un rango de 3-20 semanas. La elevación de transaminasas es transitoria y ocurre
practicamente en todos los pacientes infectados.
Al comienzo de la enfermedad no es posible realizar un diagnóstico serológico ya
que existe un intervalo entre la exposición al virus y la detección de anticuerpos anti-VHC
de unas 10 semanas (periodo ventana). El único marcador precoz de infectividad es la
detección del RNA del V.HC, que puede ser positivo desde la primera semana tras la
exposición al virus (54). Aunque ocurre raramente, la hepatitis aguda C puede evolucionar a
hepatitis fUlminante, detectándose marcadores de infección por el virus C aproximadamente
en un 2% de los casos de fallo hepático fUlminante (55).
En los casos autolimitados, el RNA-VHC se negativiza en unas pocas semanas
desde el comienzo de los síntomas y las transanimasas retoman a la normalidad, pero
12
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desafortunadamente, la mayoría de los pacientes con hepatitis aguda C progresan a una
infección crónica (85% de los casos), según se demuestra por la persistencia de RNA-VHC
en el suero (12). Los anticuerpos frente al virus C, en general, no confieren inmunidad ni
son neutralizantes, pudiendo persistir durante años tras la resolución de la infección aguda,
por lo que es necesario determinar el RNA viral para distinguir entre infección activa o
resuelta.
1.1.3.2. Hepatitis crónica por el virus C
Uno de los motivos por los que la hepatitis C fUe durante tiempo una enfermedad
desconocida es la frecuencia con la que el curso clínico es silente. La hepatitis crónica puede
asociarse a síntomas inespecificos como astenia, artralgias y malestar general, si bien los
síntomas no suelen aparecer hasta que surgen las complicaciones o las manifestaciones
extrahepáticas generadas por el virus C. Por ello, es frecuente que la infección se detecte
incidentalmente al efectuarse una analítica rutinaria o bien al donar sangre. La mayoría de
los pacientes presentan elevaciones persistentes o intermitentes de las transaminasas séricas,
no existiendo correlación entre la cifra de transaminasas y la lesión histológica hepática
(56).
Prácticamente todos los pacientes con infección crónica por el VHC desarrollan un
patrón histológico de hepatitis crónica, incluyendo inflamación portal, necrosis de la
membrana limitante o “piecemeal necrosis” y lesión lobular. Es característica de la hepatitis
crónica C (aunque no diagnóstica) tanto la presencia de esteatosis como de agregados
linfoides portales y de lesiones en los conductos biliares (57).
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Un porcentaje considerable de pacientes con infección crónica por VHC
(aproximadamente 1/3) presenta transaminasas persistentemente normales. La biopsia
hepática realizada en este subgrupo de pacientes no muestra lesiones aproximadamente en
el 30% de los casos, que se consideran como “portadores sanos” (58), pero presenta
alteraciones propias de la hepatitis crónica en un porcentaje elevado de casos (65-70%), y, a
veces, muestra una hepatopatia evolucionada, si bien de forma global su afectación hepática
es significativamente menos grave que la de los pacientes con hipertransaminasemia. La
evolución a largo plazo de este subgrupo es incierta y deben ser controlados para valorar su
progresión (59).
Las reactivaciones en el seno de una hepatitis crónica C, definidas como abruptas
elevaciones de las transaniinasas, se producen con frecuencia, cursando el 55% de forma
asintomática, con alteraciones histológicas poco severas y sin guardar relación con la
evolución subsiguiente de la enfermedad. En las reactivaciones se detecta un aumento de la
concentración del RNA viral en suero en el 61% de los casos y un incremento de los niveles
de anticuerpos tipo IgM frente a proteínas del core, sin que se produzcan cambios en el
genotipo, aunque algunos autores sugieren que la superinfección por un genotipo diferente
puede contribuir al desarrollo de exacerbaciones agudas (40).
Aunque la hepatitis crónica C suele cursar con nula o mínima sintomatología,
progresa a cirrosis en el 20% de los pacientes, generalmente a partir de los 20 años desde
el comienzo de la infección, La aparición inicial de fibrosis hepática en el estudio histológico
parece tener un importante valor predictivo del fUturo desarrollo de cirrosis (60). Existe un
amplio espectro de susceptibilidad respecto a la evolución hacia la cirrosis hepática y, de los
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posibles factores predictivos estudiados, parece que los más relacionados son el sexo (más
frecuente en varones), la edad superior a los 50 años en el momento de la infección, la
ingesta abundante de alcohol, la coinfección por el virus de la hepatitis B y la infección por
el genotipo lb del VHC (61).
Las complicaciones de la infección crónica C (incluyendo la insuficiencia hepática y
el hepatocarcinoma) aparecen generalmente en individuos con cirrosis y, dado que ésta
suele tardar años en establecerse, la infección por el VHC puede cursar silente durante
décadas antes de ponerse de manifiesto la existencia de signos de hipertensión portal o la
presencia de encefalopatía hepática (62). Pese a ello, la hepatitis C constituye la primera
causa de hepatopatía que precisa trasplante hepático. En Estados Unidos se ha estimado
que la hepatitis C es responsable de 8.000 a 10.000 fallecimientos anuales. Además,
anualmente pueden desarrollar un hepatocarcinoma entre el 1 y el 4% de los pacientes con
cirrosis establecida, estimándose que el tiempo medio de aparición de este tumor es de
aproximadamente unos 30 años desde el comienzo de la infección por el virus C (63,64).
1.1.3.3. Manifestaciones extrahepáticas de la infección por el Virus C
Una característica interesante de la hepatitis C es su asociación a diversas
manifestaciones extrahepáticas que incluyen: artritis, liquen plano, glomerulonefritis y
cnoglobulinemia mixta esencial (CMB). Tanto la crioglobulinemia como la
glomerulonefritis se deben avasculitis de pequeño vaso (65).
La hepatitis C es la principal causa de CMB, síndrome caracterizado por la aparición
de varios síntomas como astenia, artralgias y mialgias, artritis, lesiones cutáneas (púrpura,
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vasculitis), neuropatía y glomerulonefritis. Las crioglobulinas, detectadas en suero, están
compuestas por inmunocomplejos antígeno VHC-anticuerpo-VHC, factor reumatoide y
complemento. Este síndrome ocurre en un 1-2% de los pacientes con hepatitis C, aunque es
posible detectar crioglobulinas en suero en 1/3 de los portadores de infección por el virus C.
La resolución de la hepatitis C conlíeva la resolución de la CMB.
La porfiria cutánea tarda (PCT) también se asocia con la hepatitis por el virus C; un
62-82% de casos de pacientes con PCT tienen marcadores de infección por el VHC y esta
relación se incrementa cuando se determina el RNA-VHC tanto en células mononucleadas
de sangre periférica como en el higado de los pacientes con porfiria (66), aunque se
desconoce si es la infección viral o la lesión hepática asociada la que desencadena el
síndrome (67).
Otros procesos con los que la asociación está menos documentada son el Síndrome
de Sjóegren secundario, la úlcera corneal de Mooren, la anemia aplásica, la fibrosis
pulmonar y el hiper o el hipotiroidismo.
En cuanto a la patogenia de estas manifestaciones extrahepáticas, se especula que
podría participar un mecanismo inmunológíco desencadenado en respuesta a la infección
viral, o bien podrían ser la consecuencia de la invasión viral y replicación en los tejidos y
órganos extrahepáticos afectados (8,62,68).
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1.1.4. Diagnóstico de la infección por el VHC
Los métodos diagnósticos de la infección por el VHC se pueden dividir en 2
categorías (69): métodos indirectos o serólogicos basados en la detección de anticuerpos
séricos frente al virus C y métodos directos o de biología molecular, basados en la
detección del genoma viral y su cuantificación.
1.1.4.1 Métodos serológicos
En la actualidad existen varios enzimoinmunoanáisis (EIA) muy sensibles para la
detección de anticuerpos anti-VHC que se basan en la utilización de una combinación de
proteínas virales recombinantes, incluyendo una porción de la proteína del core (c22), N52
(c33), NS3/4 (c200) y, en las versiones más recientes (de 3 generación), un péptido N55
(70). Pese a las diversas modificaciones realizadas, destinadas a incrementar la sensibilidad,
estos métodos siguen presentando reactividades falsamente positivas, especialmente entre
individuos con bajo riesgo de infección por VHC, como los donantes de sangre voluntarios.
En un alto porcentaje de las infecciones crónicas por VHC se detectan anticuerpos
de clase IgM frente a proteínas no estructurales (71), que podrían ser neutralizantes, y que
son útiles como marcador positivo de respuesta al tratamiento con IFN (72). También se
detectan anticuerpos de clase IgM frente a proteínas del core, que se asocian a altos niveles
de replicación viral (73), y que aparecen tanto en la fase aguda de la infección como en las
exacerbaciones agudas de la hepatitis crónica por virus C. Los pacientes con anticuerpos de
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tipo IgM frente a proteínas del core responden peor al IFN, pues estos anticuerpos son un
marcador de elevada carga viral.
Para determinar la especificidad de los EIA es importante confirmar su reactividad
con test de confinnación como las técnicas de inmunoblot recombinante (RIBA, Chiron) y
péptidos sintéticos (Innolia, Innogenetics), que detecta anticuerpos frente a las proteínas del
virus previamente aplicadas sobre tiras de nitrocelulosa. Es necesaria la reactividad al menos
en dos bandas para considerar el suero como positivo.
Los test de confirmación deben efectuarse en todos los casos con reactividad antí-
VHC mediante EIA en los que exista alguna duda sobre el diagnóstico, como aquellos con
transaniinasas normales o con hipergammaglobulinemia. Existe una buena correlación,
aunque no absoluta, entre un resultado positivo con RIBA y la presencia de RNA-VHC
documentada por PCR (74).
1. 1.4.2, Métodos de biología molecular
Los anticuerpos anti-VHC pueden no ser detectables tanto en los estadios iniciales
de la infección aguda C como en individuos inmunodeprimidos, por ejemplo en pacientes
con insuficiencia renal y con sida. En estos casos resulta apropiado investigar directamente
la presencia del virus mediante la determinación del RNA-VHC en suero que es la prueba
más precisa, siendo también posible su determinación en hígado y en células mononucleares
de sangre periférica (CMSP) (75).
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El RNA viral está presente en escasas cantidades en el suero y tejidos, y para su
detección es necesario amplificarlo mediante PCR con un paso previo de transcripción
reversa (RT: reverse transcriptase) de RNA a cDNA: la RT-PCR permite la detección no
cuantitativa de pequeñas cantidades de RNA viral tras las amplificaciones. Es importante la
selección de las secuencias de nucleótidos (“primers’j, utilizándose habitualmente la región
5’UTR por estar altamente conservada entre las diferentes variantes del virus (76).
La sensibilidad y especificidad se incrementan con la RT-nested PCR o PCR en
forma de nido, en la que se añade una segunda fase de amplificación utilizando diferentes
“primers” del DNA obtenido (77). Deben considerarse los falsos positivos de la técnica,
normalmente debidos a contaminación, y los falsos negativos, en su mayoría por
degradación o deficiente extracción del RNA.
Además de la detección cualitativa es posible determinar la cantidad de RLNA-VHC
existente en el suero (carga viral), de gran utilidad para la monitorización del tratamiento e
importante porque parece demostrado que aquellos pacientes con mayores cargas virales
pueden ser más contagiosos y presentan peor respuesta al tratamiento con interferón (78).
Los niveles de RNA-VHC pueden sufrir grandes fluctuaciones en un mismo individuo en
diferentes determinaciones y la PCR puede ser falsamente negativa si el nivel de replicación
es bajo o si la persistencia viral está limitada a compartimentos no sangumeos.
La PCR es positiva a los 5-10 días de exposición al VHC. Sus principales
aplicaciones clínicas son:
1) el diagnóstico de la infección aguda,
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2) la evaluación de viremia en pacientes anti-VHC-i- con transaminasas normales, para
descartar infección o inmunidad,
3) el diagnóstico de hepatitis crónicas seronegativas, especialmente en pacientes
inmunodeprimidos,
4) en la monitorización del tratamiento antiviral, y
5) en estudios de transmisión vertical del VHC.
Para la determinación del genotipo viral se han descrito varios métodos de
tipificación: a) mediante ELISA con oligopéptidos de la región N54 se ha determinado el
efecto de la variabilidad de secuencias entre distintos tipos del VHC sobre la antigenicidad,
comercializándose un ELISA que permite detectar anticuerpos frente a los tres primeros
grupos filogenéticos del virus C. Los anticuerpos tipospecíficos detectados (serotipos) se
correlacionan casi exactamente con el análisis genotípico de las secuencias del VHC
amplificadas por PCR (79); b) métodos basados en el análisis de los productos de PCR por
secuenciación directa (27), usando primers específicos (80), por análisis del polimofismo de
fragmentos de restricción (PLFR) (81), o con sondas de DNA especificas (82). Estas
técnicas se han aplicado a la región 5 ‘U’l’R, al core y a NSS.
Con respecto al análisis de las cuasiespecies del VHC, generalmente se estudia la
región I-IVR-1, y es preciso realizar la amplificación y la secuenciación de la misma, lo cual
resulta muy complejo y se emplea cuando interesa conocer la diversidad genética de las
cuasiespecies. Existe un método sencillo y rápido para la detección de la población de
cuasiespecies de un mismo genotipo de virus C, denominado “Análisis del polimorfismo
conformacional de cadena sencilla” (Single strand conformation polymorphism, SSCP).
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El SSCP es una técnica directa y con una elevada sensibilidad que se basa en la
diferente movilidad de un fragmento de una cadena sencilla de DNA (sDNA), según su
conformación, en una electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante, teniendo
en cuenta que las mutaciones que se produzcan en un fragmento definido de DNA causan
diferentes conformaciones en el sDNA y ello conlíeva diferente movilidad electroforética
(83). El número de bandas que se visualiza refleja el número total de variantes virales
“mayores” presentes en suero, es decir, la complejidad genética del genoma viral.
Diversas técnicas como la hibridación iii situ, la RT-PCR in situ y la
inmunohistoquímica se han aplicado para la lactación específica del genoma y los
productos genéticos del VHC en muestras de biopsia hepática.
Respecto a la hibridación in situ (PUS), el conocimiento de las secuencias genómicas
de los virus ha permitido la obtención de sondas con las que poder localizarlos en suero
(84) y tejido. Para ello es necesario que se produzca la hibridación entre 2 secuencias
complementarias, la viral y la de sonda marcada. Posteriormente, con un sistema de
detección visualizamos el lugar donde se encuentra la sonda hibridada.
La 1415 es una técnica complementaria a la inmunohistoquimica, ya que esta última
localiza las proteínas derivadas de la tradución viral (85) y la PUS detecta el tropismo
celular del virus y su lugar de replicación (86), siendo una técnica con poca sensibilidad
debido a los bajos niveles de VHC (87).
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La PCR in situ pennite amplificar el genoma viral directamente sobre una
preparación y después visualizarlo; sin embargo, es una metodología todavía en fase de
experimentación que presenta ciertos problemas de especificidad (88). De todas formas, la
sensibilidad es bastante mayor con respecto a la HIS (89,90).
La inmunohistoquimica ha sido ampliamente utilizada hasta el momento pero los
resultados han sido desiguales según los autores; todavía no se ha encontrado el anticuerpo
monoclonal adecuado y es preciso un mayor perfeccionamiento técnico antes de poderla
emplear de forma generalizada (91,92).
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1.1.5. Tratamiento de la infección por el virus C con Interferon
La infección por el VHC genera una considerable morbilidad y mortalidad
secundarias a las consecuencias a largo plazo de la enfermedad hepática, por lo que no
queda duda sobre la apremiante necesidad de hallar una terapia efectiva para esta
enfermedad.
A diferencia de lo que ocurre con la hepatitis crónica B, la hepatitis crónica C no
posee tendencia a la remisión espontánea (93), por lo que el tratamiento siempre es
preferible a la abstención terapeútica.
El interferón (IFN) es el único fármaco autorizado para el tratamiento de la hepatitis
crónica C, pero su utilidad está limitada por su insuficiente eficacia, su elevado coste y los
efectos secundarios que produce.
Los JFNs son una familia de glicoproteinas secretadas por las células nucleadas
principalmente en respuesta a la infección viral; existen varios tipos, alfa, beta y gamma, que
se agrupan según su estructura, sus efectos antivirales y sus propiedades
inmunomoduladoras (94): a los IFNs alfa y beta se les denomina de tipo 1 y son producidos
por las células linfoides, epiteliales y fibroblastos, mientras que el IFN gamma se denomina
de tipo IIy es producido por células T activadas y células NK (natural killer).
En humanos el IFN alfa (a) está codificado por un total de 13 genes localizados en
el brazo corto del cromosoma 9, que dan lugar a diferentes proteínas con similar acción. Las
preparaciones disponibles para uso clínico contienen IFN a2 recombinante, obtenido por
23
Introducción
transfección bacteriana, o son mezcla de subtipos producidos por células linfoblastoides
humanas (namalwa) o leucocitos humanos estimulados por el virus Sendai
En general, los IIFNs de tipo 1 tienen un potente efecto antiviral, inmunomodulador y
antiproliferativo (95); para ejercer sus funciones, los IIFNs deben unirse a un receptor
específico en la membrana de la célula diana y ello inicia una serie de mecanismos
intracelulares que conducen a la activación, a nivel nuclear, de la región reguladora de los
genes inducidos por el IFN, denominada ISRE (IFN-stimulated response element), dando
lugar a la producción de ciertas proteínas que participan en las diferentes acciones
biológicas mediadas por los JFNs (96,97): algunas actúan inhibiendo la replicación viral,
como la proteína Mx que posee gran actividad inhibitoria de la replicación del virus de la
influenza y probablemente otros virus, el sistema 2 ‘-5 ‘oligoadenilato sintetasa (2‘-5 ‘OAS)
que activa una ribonucleasa que degradan la doble cadena de RNA formada durante la
replicación de los virus RNA, y una proteinkinasa que inhibe la síntesis de proteínas virales;
en cuanto a los efectos inmunomoduladores, el lEN tipo 1 aumenta la expresión de los
antígenos del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) clase 1 en las células infectadas
por virus, facilitando su reconocimiento y destrucción por las células T citotóxicas.
Los objetivos fUndamentales de la terapeútica en la hepatitis crónica por virus C son:
inhibir la replicación viral y lograr la erradicación definitiva del VHC de todos los
reservorios, inactivar la hepatitis desde el punto de vista bioquímico e histológico y evitar la
progresión hacia la cirrosis y las complicaciones que conllevan las fases avanzadas de la
enfermedad hepática. Todos estos objetivos sólo se consiguen en los pacientes que
presentan una respuesta estable después del tratamiento.
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La utilización del IFN se asocia con frecuencia a un descenso en la cifra de
transaminasas y de la cantidad circulante del RNA del virus C, en general hasta valores
indetectables (98). Sin embargo, en muchos casos al suspenderse la terapia vuelven a
elevarse la cifra de transaminasas y del RNA del VHC hasta los valores preterapeúticos.
La respuesta óptima o respuesta completa mantenida se define como la existencia
de transaminasas persistentemente normales y ausencia de RNA en suero tanto al final del
tratamiento como durante un seguimiento de al menos 6 meses después de su finalización;
se produce en el 15 a 20% de los pacientes tratados con IFN y la mayoría de los pacientes
de este grupo se mantendrán en remisión (8,99). En el 50% de los pacientes tratados se
consigue una respuesta completa, con normalización de transaminasas (alanin
aminotransferasa, ALT) y negativización del RNA viral durante el tratamiento, pero sólo la
mitad o menos de los pacientes respondedores presentan una respuesta mantenida al
suspender la medicación (100). La respuesta parcial o ausencia de respuesta se produce
cuando no se modifican la cifra de ALT y la viremia, o bien, si se producen, no se mantienen
durante el periodo de tratamiento. Este “fenómeno de escape” o breakthrough parece
deberse a la selección de mutantes del VHC resistentes al lEN, a alteraciones de la respuesta
inmune del huésped o a la aparición de anticuerpos anti-IFN (101).
Por desgracia la erradicación del virus es dificil de lograr, ya que aproximadamente
entre un 10 a 40% de los pacientes con respuesta bioquímica (transaminasas normales)
sostenida vuelven a tener viremia detectable en el seguimiento (disociación bioquímica-
virológica) (102,103), y en otros con viremia no demostrable es posible detectar el genoma
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viral en el hígado o en las CMPS, donde también se replica el virus, a pesar de la normalidad
de las transaminasas (104).
Los resultados obtenidos con el IFN, por lo tanto, distan mucho de satisfacer los
objetivos ideales propuestos y, mientras no se disponga de agentes terapeúticos más
eficaces, es necesario buscar estrategias que mejoren la efectividad del tratamiento con lEN,
basadas en 2 aspectos fUndamentales: la búsqueda de la pauta óptima para administrar el
IFN y la selección de aquellos pacientes más susceptibles de beneficiarse del tratamiento.
Respecto a los factores dependientes del lEN, un importante número de ensayos
terapeúticos realizados en todo el mundo han evaluado la importancia del tipo de ]FN, de la
dosis, de la duración del tratamiento, de la idoneidad de pautas con dosis crecientes o
decrecientes o de la administración de ciclos repetidos.
En cuanto al tipo de ]IFN, no parecen existir diferencias ni en eficacia ni en cuanto a
los efectos secundarios entre los IFNs alfa recombinantes o el IFN linfoblastoide (105). El
lEN beta ha sido empleado con buenos resultados, por vía intravenosa (106). El IFN
gamma se ha mostrado ineficaz (107).
Existe discrepancia respecto a la dosis óptima de lEN, pues algunos estudios
sugieren una mayor eficacia del IFN a dosis de 5 ó 6 mU en lugar de 3 mU, y otros
demuestran respuestas sostenidas en pacientes tratados con dosis bajas, de 1,5 mU. La dosis
más empleada en la actualidad es intermedia, es decir, 3 mU (100,108).
El empleo de dosis ascendentes o descendentes según la normalización de las
transaminasas, en comparación a pautas con dosis fijas, no ofrece mejores resultados (109).
Los tratamientos de duración inferior o igual a seis meses son insuficientes en la
26
Inlroducelán
mayoría de los casos. Estudios recientes demuestran una tasa mayor de respuesta mantenida
con tratamientos de doce o dieciocho meses frente a tratamientos de seis meses (108). No
obstante, la duración del tratamiento es un factor a tener en cuenta exclusivamente en
pacientes que presentan normalización de transaminasas y negativización del RNA viral en
suero a las 4-8 semanas de iniciado el tratamiento. Si en este intervalo de tiempo no se
consigue respuesta completa, la prolongación del tratamiento no parece mejorar las
expectativas de respuesta sostenida (110).
El segundo aspecto importante de la problemática del tratamiento es la identificación
de los pacientes que realmente puedan beneficiarse del mismo. Los factores que pueden
influir en la respuesta al tratamiento pueden ser de tipo epidemiológico, bioquímico,
histológico o virológico (111,112).
Dentro de la primera categoría se encuentran como factores predictivos de buena
respuesta al tratamiento la menor edad, el sexo femenino, el antecedente de infección
reciente y la adicción a drogas por vía parenteral como mecanismo de contagio de la
enfermedad. Son factores analíticos relacionados con la respuesta favorable al tratamiento
una cifra correcta de leucocitos, plaquetas y ferritina, un cociente AST/ALT inferior a 0,5 y
una GGT normal. La existencia de una cirrosis hepática se considera un factor predictivo de
mala respuesta.
Existen factores específicos del virus que en el análisis univariado han demostrado
ser factores predictivos independientes de respuesta al IFN: el genotipo y la carga viral.
Los pacientes infectados por el genotipo lb del virus C y con niveles elevados de RNA del
VHC presentan casi siempre una pobre respuesta al tratamiento con LEN (111).
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Recientemente se ha demostrado que una menor diversidad en la RHY del VHC es
un factor predictivo independiente de respuesta completa mantenida al LEN en los pacientes
con hepatitis crónica C (113). Además, el trataniiento con LEN puede inducir o aumentar la
variabilidad de esta región del genoma, haciendo al virus resistente al tratamiento (114).
En este sentido, Enomoto (115) secuenció la totalidad del genoma del VHC del
genotipo lb en varios pacientes no respondedores al LEN, antes y después del tratamiento,
hipotetizando que la terapia podría aclarar las cuasiespecies sensibles al LEN, persistiendo
las resistentes al fánnaco. La comparación de secuencias de aminoácidos demostró que
éstas habían variado después del tratamiento y que el cambio más consistente ocurría en la
región carboxiterminal del gen NSSA, entre los aminoácidos 2209 y 2248, denominándola
región determinante de la sensibilidad al IFN (ISDR: interferon-sensitivity determining
region). Según estos autores, las variantes virales que presentaban una secuencia en la ISDR
igual a la del genotipo lb “salvaje” eran resistentes al EN, persistiendo después del
tratamiento, y los aislados con múltiples sustituciones (> ó = 4) en la ISDR, denominados
“tipos mutantes”, desaparecían durante el tratamiento con LEN. Los aislados con
sustituciones en número de 1 a 3 se denominaron “tipo intermedio” y presentaban una
respuesta intermedia entre los dos tipos anteriores al tratamiento con LEN.
Estos datos han sido confirmados en Japón (116,117) pero no en Europa (118),
probablemente por la existencia de una menor proporción de los tipos mutantes en Europa
con respecto a Japón, lo que podría explicar las diferencias observadas en la respuesta al
tratamiento entre ambas áreas geográficas.
Parece que la región NSSA debe intervenir en el proceso de replicación viral y se
especula que en el genotipo lb tipo salvaje esa región pudiera codificar una proteína que
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colaborara a la resistencia del VHC frente al efecto inhibitorio del LEN sobre la síntesis de
proteínas virales, o en la persistencia del RNA viral en el interior de las células (119).
No obstante, varios factores sugieren que la ISDR podría jugar sólo un limitado
papel en la determinación de la sensibilidad al LEN. En primer lugar, la asociación sólo se ha
realizado en el genotipo ib, y la falta de respuesta al LEN en pacientes portadores de otros
genotipos no quedaría explicada por este mecanismo. Segundo, la carga viral es otro factor
predictivo de respuesta al FN, y se ha asociado a múltiples sustituciones en la ISDR, de
forma que la presencia de genotipos lb mutantes correlaciona estrechamente con unos bajos
niveles de RNA-VHC en suero (116) y el análisis multivariante demuestra que la carga viral
inicial es mejor factor predictivo de respuesta que la secuencia de la ISDR. Finalmente, en la
mayoría de los estudios realizados la correlación no es absoluta y probablemente
intervengan otros factores que están por determinar (119), lo que hace necesario un mayor




1.2. VIRUS DE LA HEPATITIS G
1.2.1. Epidemiología y vías de transmisión
Desde su descubrimiento (120), diversos estudios epidemiológicos han demostrado
que el virus de la hepatitis G (VHG) está mundialmente distribuido y que se transmite por
vía parenteral (121-124). La observación de una alta prevalencia de coinfección con el VHC
(entre un 10 y 20%) en algunos grupos de riesgo como los ADVP, sugiere que el virus O se
transmite por las mismas vías que el virus C, incluyendo la vía sexual y la transmisión
vertical (125,126). Además, es posible que existan otras posibles vías de transmisión, ya que
como sucede con el VHC, el virus O se ha aislado en pacientes sin factores de riesgo
conocidos.
El VHG se ha detectado en el 1.7% de los donantes sanos voluntarios en Estados
Unidos, una prevalencia superior a la del VHC; Linnen y cols. (121) han evaluado los datos
según la normalidad o no de las transaminasas no encontrando mayor riesgo de infección en
los sujetos con elevación de las mismas. De todas formas, a pesar de ser alta la prevalencia
de la detección del virus O en los donantes, resulta baja en los receptores (127), a la inversa
de lo que ocurre con el VHC, y esto podría demostrar una menor infecciosidad del VHO,
probablemente porque las diferencias estructurales que presenta respecto al virus C y la
menor viremia facilitan su eliminación por el sistema inmune del huésped.
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La prevalencia de infección por el virus O es considerablemente alta entre las
personas expuestas, como los sujetos politransfirndidos (hemofilicos, pacientes con
talasemia, etc), los ADVP o los pacientes en programa de hemodiálisis.
Entre los primeros, la tasa de positividad del ARN del VHG oscila entre el 6 y el
14%, alcanzando hasta el 47% en pacientes politransfi.indidos por hemopatías malignas, en
quienes la inmunodepresión haría más dificil la eliminación del virus (128).
En los ADVP la tasa de infección por el virus O es muy elevada, oscilando entre el
24 y 49%, siendo común un alto indice de coinfección por el VHC en este grupo (129). La
tasa de positividad del ARN del VHG es más elevada en los casos en que el inicio de la
drogadicción es reciente que en drogadictos más veteranos (125), con una tasa de
positividad de anticuerpos anti-E2 más reducida en los primeros que en los segundos (130).
Heringlake y cols. (131) han detectado ARN del virus O en el 16.8% y anticuerpos
anti-E2 en el 56.8% de los pacientes infectados por el VIII que han estudiado, demostrando
que en los enfermos que presentan viremia es mayor el recuento de células CD4 y
progresan con menor frecuencia hacia estadios más avanzados de la infección por VIH, lo
que indica un pronóstico más favorable de estos pacientes.
Se detecta ARN del virus Gen un 10% de pacientes con infección por el virus de la
hepatitis B (VHB), un 20% con infección por el VHC, un 10% de los pacientes
diagnosticados de hepatopatía alcohólica y un 8% de casos de hepatitis autoinmune; la gran
mayoría de estos pacientes (75-100%) tienen historia de exposición a sangre o
hemoderivados o son ex-advp (132).
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1.2.2. Biología molecular del virus G
El virus O pertenece a la familia fiaviviridae. Es un virus RNA de cadena simple con
polaridad positiva, de aproximadamente 9400 nucleótidos que codifican una proteína de
2873 aminoácidos. Su organización genómica es similar a la del VHC y presentan una
homología global de un 26% (121,133). Tiene una amplia región de lectura abierta (ORE)
que codifica para proteínas estructurales (El y E2) situada en el extremo N-terminal, y para
proteínas no estructurales (N52, N53, N54A, NS4B, NSSA y NSSB) en el extremo C-
terminal, situada entre dos zonas no codificantes, NC o UTR, a nivel del extremo 5 ‘y 3’.
Existen algunas particularidades del genoma del VHG que pueden tener interés en la
patogenia de la infección: en la región que codifica para proteínas estructurales no ha sido
posible determinar la presencia de core, que en otros flavivirus codifica para las proteinas de
la nucleocápside, y las regiones que codifican para las proteínas de la envuelta están muy
conservadas, es decir, el virus G no presenta una región hipervariable, lo cual da lugar a una
menor capacidad en la generación de mutantes de escape del control inmnunológico del
huésped, hecho que le podría conferir una menor patogenicidad y persistencia en
comparación al VHC (134).
El análisis filogenético de la secuencia de nucleótidos de la región 5 ‘UTR entre las
diferentes variantes del virus O ha revelado la existencia de varios subtipos virales con
diferente prevalencia según las áreas geográficas, como ocurre con el VHC, aunque se
desconocen las implicaciones clínicas a que los diferentes subtipos pueden dar lugar.
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El subtipo 1 se ha identificado en las variantes del virus G del oeste de Africa, los
subtipos 2a y 2b en Europa y Estados Unidos y el subtipo 3 en Asia (135), con un
porcentaje de variación de sus secuencias de aproximadamente un 11-13%, lo cual indica
una mayor conservación en las secuencias, tanto a nivel de nucleótidos como de
aminoácidos, entre los diferentes subtipos del VHG que en el VHC. La razón de esta
diferencia entre los virus G y C no se conoce, pero presumiblemente refleja una variación en
la presión inmunológica ejercida por el huésped durante la infección viral.
Además, se ha demostrado que el virus O, como otros virus RNA, existe como una
mezcla heterogénea de virus en un mismo individuo, es decir, como cuasiespecies, a pesar
de que no presenta una región hipervariable, y ello puede dar lugar a una diferente respuesta
al lEN, ya que en un mismo huésped algunos tipos desaparecen durante el tratamiento
mientras que otros muestran resistencia al lEN y persisten tras el tratamiento (136).
1.2.3. Significado clínico de la infección por el virus G
Los estudios dirigidos a evaluar la relevancia clínica de la infección por el virus O
como agente patogénico de enfermedades agudas y crónicas del hígado, así como su posible
implicación en la patogenia de algunas enfermedades extrahepáticas, indican que el
potencial patógeno de este virus es escaso y muy inferior al de otros virus hepatotropos.
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1.2.3.1. Hepatitis aguda por el virus O
Se ha demostrado la presencia de ARN-VHG en suero en alrededor del 15% de los
pacientes con hepatitis postransfUsional no A no C, con un periodo de incubación similar al
VHC (10-12 semanas) y aparentemente con una clínica más leve.
Asimismo, respecto a las alteraciones bioquímicas, los pacientes presentan
concentraciones de transaminasas inferiores a las observadas en la hepatitis aguda por virus
C y la elevación de éstas es transitoria, pudiendo persistir la viremia durante tiempo pero sin
acompañarse de alteraciones en la bioquímica hepática ni de una evolución histológica hacia
la cronicidad (137).
Aproximadamente el 0.3% de los casos de hepatitis aguda esporádica o adquirida en
la comunidad serían atribuibles al virus O, e igualmente, no se ha demostrado una evolución
a la hepatitis crónica pese a la persistencia de viremia durante largos periodos de tiempo
(121,123).
Diversos estudios han sugerido la posibilidad de que el virus & pueda participar
como factor etiológico en el desarrollo del fallo hepático fulminante, pero los resultados al




1.2.3.2. Hepatitis crónica por el virus O
Existe una gran controversia con respecto al posible papel del virus O en el
desarrollo de hepatitis crónica. Pese a la detección del ARN-VHG en pacientes con hepatitis
crónica criptogenética y a la persistencia del genoma viral en sangre durante años tras la
infección aguda, aún no se ha documentado la progresión histológica de hepatitis aguda a
crónica,
En un 55% de los casos que presentan virus O existe una elevación constante de las
transaminasas, mientras que en un porcentaje del 45% la infección por este virus cursa con
transaminasas normales, lo que sugiere que puedan existir portadores sanos del virus. Se
desconoce la evolución a largo píazo de estos enfermos, aunque es posible el aclaramiento
del virus por el organismo, con desaparición de la viremia y presencia de anticuerpos
protectores (anti-E2) en un tiempo variable (hasta 17 años), cesando así la situación de
portador sano del VHG (140).
Por otro lado, se ha detectado la infección por el virus O en pacientes cuyas biopsias
demostraban una hepatitis crónica, en quienes se había descartado la infección por los virus
ByC.
Las conclusiones respecto al papel del virus O en el desarrollo de hepatitis crónica
estan limitadas por el escaso número de pacientes infectados exclusivamente por este virus,
sumado al de las biopsias hepáticas realizadas, por presentar la mayoría de pacientes con
infección aislada por el VHO unos niveles normales de transanúnasas. Este último dato no
significa necesariamente que no existe lesión histológica hepática, como ya se ha
demostrado en el caso del VHC (59).
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1.2.3.3. Coinfección del virus Ci con el virus C
Son mucho más abundantes y esclarecedores los estudios realizados en relación con
la coinfección por virus O en pacientes con hepatitis crónica por el virus C. El VHG
presenta una alta prevalencia entre los pacientes con factores de riesgo parenteral, como los
ADVP o los hemodializados, y comparte las mismas vías de transmisión que el VHC, por lo
que los pacientes con VHC pueden estar coinfectados por los dos virus, lo que ocurre hasta
en un 20% de casos (141). En todas las series estudiadas es común el alto índice de
antecedentes de riesgo de transmisión parenteral, como transfUsión, uso de drogas por vía
intravenosa y, menos frecuentemente, el riesgo ocupacional (132). Sin embargo, en muchos
casos no existe ningún factor de riesgo, lo que hace pensar en la posibilidad de que pudieran
existir mecanismos desconocidos de transmisión parenteral, como ocurre con los virus B y
o através de otras vías todavía no identificadas.
Los pacientes que presentan seropositividad para el ARN del virus O tienden a ser
más jóvenes que los no infectados, y en algunas series esta tendencia alcanza significación
estadística (142). Este hecho podría indicar que, a diferencia de lo que ocurre con el virus
C, la infección por el virus O puede remitir en el tiempo mediante la generación de una
respuesta inmune competente por el huésped, lo que resultaría en la desaparición de la
viremia detectable. Enomoto y cols. (143) han demostrado que la mitad de los pacientes con
hepatitis crónica por virus C han estado expuestos al VHO y en una proporción de los
mismos se ha eliminado este virus en un tiempo variable y sin mediación de tratamiento
antiviral, apareciendo anticuerpos anti-E2 detectables en el suero de estos pacientes.
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En el resto de características clínicas, bioquímicas e histológicas no existen
diferencias entre los pacientes con infección aislada por el virus C y los coinfectados por
ambos virus. Tampoco existen diferencias en las características virológicas de la infección
por VHC: la distribución de genotipos es similar así como la carga viral.
También se ha estudiado la posible implicación de la coinfección por el virus Ci en la
respuesta al tratamiento con IFN de los pacientes con hepatitis crónica C (144,145). Se ha
comprobado que el virus Ci es sensible a dicha terapia, la cual induce una disminución de
viremia hasta hacerla indetectable en algunos casos. Sin embargo, al igual que ocurre en la
hepatitis C, es frecuente que esta respuesta sea sólo transitoria y que en la mayoría de los
casos el virus Ci reaparezca al interrumpir el tratamiento. De hecho, la completa
desaparición de la viremia del virus & sólo ocurre en los pacientes con baja carga viral antes
de empezar el tratamiento, como se observa de forma característica con el VHC (144,146).
La sensibilidad del VHG al lEN es comparable a la del virus C pero independiente
del mismo, y parece que ésta no es igual entre los diferentes tipos del virus de un mismo
huésped, al igual que sucede con el VHC, por mecanismos aún no conocidos (136).
La coinfección con VHG no influye en la respuesta al FN de los pacientes con
hepatitis crónica por el virus C (147), llamando la atención la existencia de una importante
disociación entre la presencia o no del virus Ci y la cifra de transaminasas, Las transaminasas
aparecen alteradas o normales según el ARN-VHC esté presente o ausente,
respectivamente, mientras que su valor parece independiente de la presencia o ausencia de
ARN-Ci detectable (144,148). Esta observación constituye otro argumento en favor de la
baja patogenicidad del virus Ci.
37
Introducción
1.2.4. Diagnóstico de la infección por el virus G
El diagnóstico de la infección por el virus Ci se basa en la identificación en suero,
aunque también en otros compartimentos como tejido hepático y CMSP, de secuencias del
genoma viral mediante técnicas basadas en la amplificación por reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) de diversas regiones bien conservadas del genoma viral, como 5 2NC,
N53 y NSSA (149,150). Como es obvio, esta técnica únicamente puede detectar la
presencia de infección en sujetos con viremia. Estos procedimientos son complejos y caros,
lo cual dificulta su aplicación en los laboratorios clínicos.
Recientemente se han descrito técnicas inmunológicas simples para la identificación
de anticuerpos contra proteínas de la envoltura (anti-HGenv o anti-E2), codificadas por la
región E2 del genoma del virus, obtenidas mediante técnicas de recombinación genética
(130,140).
Estos anticuerpos se detectan en una elevada proporción de sujetos teóricamente
expuestos a la infección, pero no en sujetos con viremia, lo que sugiere que la presencia de
anticuerpos anti-E2 es indicativa de exposición-infección en el pasado por el virus Ci.
Además, la presencia de anti-E2 antes del trasplante hepático se asocia a la ausencia de
infección por el virus Ci después del trasplante, lo cual indica un posible papel protector de




Como ha quedado expuesto, el virus C posee una mayor heterogeneidad genética
que el virus Ci en las regiones genómicas estudiadas. La complejidad de las cuasiespecies del
virus C, en su región hipervariable, influye en la respuesta al tratamiento con LEN, y el IFN
modifica la población de cuasiespecies tanto del virus C como del virus Ci, demostrado en
las regiones hipervariable y NS5A en el virus C y en la región E2 en el virus Ci. Sin
embargo, no se conoce la población de las cuasiespecies de otras regiones de los virus C y
&, ni su dinámica en relación con el tratamiento en situación de coinfección.
Por estos motivos se ha realizado este estudio, con los siguientes objetivos:
1. Estudiar a nivel basal la complejidad genética de las cuasiespecies en la región N53 de los
virus C y Ci en pacientes coinfectados y compararla.
2. Valorar la influencia del FN sobre las cuasiespecies de N53 de ambos virus en pacientes
coinfectados.
3. Comparar basalmente la diversidad de las cuasiespecies de las regiones 5 ‘UTR y N53 en
los pacientes coinfectados por los virus C y Ci.
4. Estudiar la influencia del LEN sobre la diversidad genética de dichas regiones de los virus
C y Ci en coinfección.
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Material y métodos
m. 1. Pacientes
Se han estudiado retrospectivamente las muestras de suero de 161 pacientes, con
hepatopatía crónica por virus C demostrada mediante biopsia hepática, presencia de anti-
VHC en suero y evidencia de replicación viral con RNA positivo por PCR. En la tabla 1 se
sumarizan las características basales de estos 161 pacientes.
Todos los pacientes recibieron tratamiento con Interferon a en distintos regimenes
en cuanto a dosis y duración, variando entre 3 y 6 MU/ni2 de superficie corporal 3 días en
semana y entre 6 y 12 meses (68 y 93 pacientes respectivamente). Los pacientes fUeron
evaluados cada dos semanas durante el primer mes de tratamiento, y después cada cuatro
semanas durante los restantes meses de tratamiento y los seis meses de seguimiento tras
completar el tratamiento. Antes de comenzar el tratamiento (basalmente) y en cada una de
las revisiones durante los periodos de tratamiento y seguimiento, se practicaron las
siguientes exploraciones: examen clínico y exploración fisica, hemograma y bioquímica
completa incluyendo enzimas hepáticas.
Basalmente, al finalizar el tratamiento y al 60 mes de seguimiento se obtuvieron
muestras de suero, que se congelaron inmediatamente a -7mC hasta su utilización, para
determinación del RNA VHC mediante PCR. Se evaluó la respuesta al tratamiento como:
respuesta bioquímica cuando la ALT era normal ((45 IJI/L) al finalizar el tratamiento;
respuesta ‘virológica si el RNA VHC era negativo al concluir el tratamiento; respuesta
coinpleta cuando el nivel de ALT era normal y el RNA VHC eran negativo al finalizar el
tratamiento, y respuesta mantenida si los niveles de ALT se mantenían dentro de los
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valores normales al finalizar las 24 semanas del periodo de seguimiento después del
tratamiento y no se detectaba viremia C. La recaída o recidiva se definió como la elevación
de los valores de ALT durante el periodo de seguimiento y presencia de VHC en suero, en
aquellos pacientes que habían presentado una respuesta completa al tratamiento.
Retrospectivamente, en los sueros de los 161 pacientes se determinó el RNA del
virus Ci mediante PCR en la muestra basal, y, en aquellos que fUe positivo, se evaluó la
presencia del RNA vial al final del tratamiento y al 60 mes de seguimiento. En algunos
casos de coinfección se determinó el genotipo del virus C y se realizó la cuantificación de la
viremia C cuando fue posible.
El estudio de las secuencias genómicas 5 ‘UTR y N53 para análisis y comparación de
la complejidad y diversidad de las cuasiespecies virales únicamente se realizó en los
pacientes no respondedores al tratamiento o en los que presentaron recidiva durante el
periodo de seguimiento y además el virus Ci era positivo en las muestras postratamiento, es
decir, en los que era posible detectar simultáneamente ambos virus en suero mediante PCR
al final del tratamiento o al finalizar el seguimiento. Los pacientes que reunieron estas
condiciones frieron, por tanto, incluidos en el grupo de estudio, que denominamos grupo 1,
mientras que aquellos pacientes coinfectados por los virus C y Ci que no presentaban





LII. 2. 1. Métodos de laboratorio
Determinadones hematoiógicas
Para el recuento de hematíes, leucocitos y plaquetas, así como para la cuantificación
de hemoglobina y fórmula leucocitaria, se utilizó el autoanalizador Coulter-counter, modelo
S-plus.
Determinaciones bioquímicas
La determinación de los parámetros de bioquímica hepática y elemental se realizó
mediante métodos estándard (Smac 20, Technicon Intrument Corporation, NY, USA).
Determinación de anticuerpos unti-VHC
Para la detección de anticuerpos anti-VHC se utilizó un inmunoensayo de segunda
generación (ELISA 2, Ortho Diagnostic System, Inc., Raritan, NJ, USA) frente a los
antígenos c33-C y c22-3. El test se consideró positivo si la densidad óptica de la muestra
era la del control negativo + 0.400. Las muestras con resultado positivo para el método
anterior se confirmaron mediante la técnica de segunda generación de inmunoblot
recombinante (RIBA 2, Ortho Diagnostic System, Inc., Raritan, NJ, USA), que incorporan
los péptidos clOO-3, 5-1-1, c22-3 y c33-C.
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LIII. 2.2. Métodos de biología molecular
Aislamiento del RNA VHCy VHG
Para extraer RNA total de una muestra de 250 ~ilde suero se utilizó el reactivo
Trizol LS (GIBCO BRL, NY, USA), seguido de la precipitación con isopropanol.
Cuantificación delRNA VHC
La cuantificación de la viremia VHC se realizó mediante la técnica “Amplicor HCV-
Monitor test” (Roche Diagnostics Systems, F. Hoffinann-La Roche, Rasel, Switzerland),
sistema de PCR que incluye una cuantificación interna estándard que se coamplifica con el
blanco para monitorizar la eficacia de la reacción de amplificación. La técnica se basa en una
única transcripción reversa combinada con una reacción de amplificación del RNA VHC
presente en las muestras (100 1d) usando la enzima rTth DNA polimerasa. Después de la
amplificación, los productos se diluyen de forma seriada a 1:5, 1:25, 1:125, 1:625, y se
hibridan paralelamente con los pocillos específicos de VHC (KY 150) y con otros pocillos
que contienen Internal Quantitation Standard (IQS), que es una molécula sintética de RNA
que presenta sitios de unión de primers idénticos a los del VHC, y una única y específica
secuencia sonda para esta molécula, Los resultados se expresan como unidades de
absorbancia (A.4501..111). La mayor dilución que da un A50 entre 0.5 y 2 en placa de
micropocillos KY 150, y la mayor dilución que da un A450 entre 0.5 y 2 en la placa de
micropodillos IQS son seleccionadas y, la detección en un lector de placa de micropocillos
permite su conversión en copias/ml de RNA VHC mediante un programa informático.
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Determinación de los genotipos dcl virus C
El genotipaje se realizó mediante INNO-LIPA HCV II (Innogenetics N.y.,
Zwijndrecht, Bélgica), test basado en las variaciones encontradas en la región 5 ‘UTR de los
diferentes VHC que permite la determinación de los 6 principales tipos de VHC. Consta de
unas sondas especificas de tipo que por la acción de una deoxinucleotidil transferasa acaban
en una cola de poli (T), unidas a membranas de nitrocelulosa. En primer lugar se realiza la
amplificación de la región 5 ‘UTR, incorporando un grupo biotina mediante un primer
5 ‘biotiilado, y el producto marcado se hibridará reversiblemente con una sonda de la tira
que dé una pareja de secuencias perfecta, permitiendo una estrecha discriminación del tipo
viral. Tras la hibridación, se añade estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina, que se une
a cualquiera de los híbridos biotinilados. La incubación con cromógeno BCLPINBT da un
precipitado de color morado a marrón, y la aparición de una línea de este color indica, por
lo tanto, que hay un perfecto aparejaniiento entre la sonda y los productos de PCR
biotinilados. El INNO-LIPA HCV II incluye una gráfica de interpretación, y utilizando ésta
se deduce el genotipo recogiendo los números de las lineas positivas; la tira de ITNNO-LIPA
contiene una línea de control de la prueba y 20 líneas paralelas de sonda de DNA. La línea
de control conjugada es un control para la reacción de coloración, y la línea de control de
amplificación contiene sondas universales que se hibridan con productos amplificados de
cualquier tipo de VHC. La reactividad de un fragmento amplificado con una o más líneas de
la tira permite un fácil reconocimiento del genotipo del VHC.
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Amplificación de las regiones 5’UTR y N53 del RNA VRC y VHG
El RNA precipitado se resuspendió en 20 pi de agua destilada y se utilizó una
alicuota de 5 pi para la amplificación de las regiones 5 ‘UTR y N53 de los virus C y Ci,
mediante transcripción inversa a DNA complementario (RT-PCR). Las secuencias y la
posición de los primers en cada RT-PCR se muestran en la tabla II.
En el caso del virus O, la amplificación de estas regiones genómicas se realizó según
la técnica descrita por Madejón y cols. (152), utilizando unos primers externos
antigenómicos (Al y AMS3 para las regiones 5 ‘UTR y NS3 respectivamente) para iniciar la
síntesis del DNA complementario (cDNA). Posteriormente, después de un primer paso de
desnaturalización del RNA (5 minutos a 950C), se añadió la transcriptasa reversa del virus
de la mieloblastosis aviar (AMY-RT; Promega corporation, Madison, WI) y se llevó a cabo
la transcripción reversa a 420C durante 30 minutos, inactivando, finalmente, la AMV-RT
por calor a 950C. Seguidamente se añadieron los primer externos genómicos (Sí y AMSl
para la 5 ‘UTR y N53 respectivamente) y se realizó la PCR con un primer paso de
desnaturalización a 940C durante 1 minuto, seguido de un paso intermedio de alineamiento
de primers a 500C un minuto y, finalmente, la elongación a 720C durante un minuto,
proceso que se repitió en 35 ciclos, con un paso final de elongación de 7 minutos a 720C.
La 2 PCR se realizó en las mismas condiciones, utilizando el 10% del producto de la
primera PCR y añadiendo simultáneamente los primers internos (A2 y S2 para amplificar la
región 5 ‘UTR y AMS2 y AMS4 para N53).
Con respecto a la región 5 ‘U’1’R del virus C, se transcribió en reverso a cDNA
utilizando 15 unidades de AMY-RT utilizando el primer 2, antigenómico; antes de realizar
la PCRnested, la muestra de cDNA se sometió a calor (950C) durante 45 minutos para
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Tabla II. Secuencia de los nucleótidos y posición de los primers utilizados en la
amplificación de los virus C y Ci
Secuencia de Nucleátidos Posición
5’UTR
VHG
Primers externos Sí CACTGGGTGCAAGCCCCCAGAA 13-3 3
Al CACTGGTCCIITGTCAACTCGC 358-378
Prímers internos S2 CGACGCCTACTGAAGTAGACG 36-56
Al GTACGCCTA1TGGTCAAGAGA 336-356
VHC
Prímers externos GGCGACACTCCACCATAGATC 9-29
2 CATGGTGCACGGTCTACGAGA 315-335




Primers externos AMS’ GCTCGCCTATGACTCAGCATC 41944214
AMS3 GTCACCTCAACGACCTCCTCC 45044524
Primers internos AMS2 GAGACAAAGCTGGACG1TGGT 42264246
AMS4 CAACCCACAGTCGGTGACAGA 44784498
VHC
Pñmers externos Cl TC1TGGGCATCGGCACAGTCC 43094329
C2 GTCACAAACCTGTAGATGCCT 48204840




inactivar la transcriptasa inversa. Posteriormente se realizó la primera PCR incluyendo el
cDNA total así como el primers externo genómico correspondiente (ver tabla),
amplificandose en un termociclador a 940C durante 0.6 minutos, a 560C durante 0.7 minutos
y a 680C durante 3 minutos, en un total de 25 ciclos. Del producto amplificado se tomaron
10 pi para llevar a cabo la segunda PCR, en las mismas condiciones que la primera PCR
pero en 35 ciclos, utilizando los primers internos 3 y 4 (genómico y antigenómico
respectivamente).
Para amplificar la región NS3 del VHC se realizó la transcripción inversa usando 15
unidades de AMV-RT y el primer externo antigenómico (C2), sometiendo después la
muestra a 450C durante 45 minutos. La primera PCR se realizó con la mezcla de cDNA
total, añadiendo el correspondiente primer externo genómico (Cl), a 940C durante 2
minutos, a 940C durante 1 minuto, a 500C durante un minuto y a 680C un minuto, durante
35 ciclos, al final de los cuales se incluyó una incubación prolongada a 680C durante 7
minutos. La segunda PCR se llevó a cabo utilizando 10 isl del producto de la primera PCR,
en las mismas condiciones que laPCR inicial, añadiendo los primers internos (C3 y C4).
Los fragmentos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 1 .5% mediante
luz ultravioleta.
Para evitar resultados falsos positivos se emplearon las medidas de prevención de
contaminación descritas por Kwork e Higuchi (153); se incluyeron controles negativos
adecuados en cada PCR y cada muestra fue examinada por duplicado en experimentos
independientes, siendo la concordancia obtenida del 100% en todos los casos.
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Análisis del polimorfismo conformacional de cadena simple de DNA (Single-
strand conformation polymorphism, SSCP)
El cDNAs de la región genómica N53 de los virus C y Ci se obtuvo mediante RT-
PCR, como se ha descrito previamente, de las muestras basal y de seguimiento en aquellos
pacientes que presentaban positividad para ambos virus en dichas determinaciones. La
siguiente PCR se realizó en presencia de 0.2 ¡sCi de 32P-ATP (actividad específica: 3000
Ci/mmol, Amershani/USB, Buckinghamshire, 13K). Un pi del producto de la PCR se
mezcló con 9 jil de buifer compuesto por formaniida al 95%, 20 mM de EDTA y 0.1% de
cianol xileno, introduciendo posteriormente la mezla en un gel de poliacrilamida no
desnaturalizante (Mutation detection enhancement gel (MIDE gel), FMC Bioproducts,
Rockland, ME). La electroforesis se realizó durante la noche, a 6W y 200C, y, finalmente,
se autoradiografló el gel.
Como control se amplificó y corrió en un gel de electroforesis 0.1 pg de los
plásmidos pCNS3 y pONS3, que contienen el producto amplificado de la primera PCR de la
región N53 de los virus C y Ci, respectivamente, donado en el PCR® II-TOPO (TOPO
TA Cloning®, Invitrogen, Calsbad, CA).
Análisis de las secuencias amplificadas
Los productos de PCR correspondientes a la amplificación de las regiones 5 ‘UTR y
NS3 de los genomas de los virus C y O se extrajeron del gel de agarosa al 1.5% utilizando
el QIA quick Ciel Extraction kit (Qiagen, Hilden, Germany) y se secuenciaron directamente
utilizando un secuenciador automático ALF (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden). El





El análisis estadístico se realizó con el programa SPSS versión 6.0, utilizando
pruebas no paramétricas dado el tamaño muestral de los grupos. El test de Mann-Whitney
se utilizó cuando las variables fUeron cualitativas, asi como el test de Chi-cuadrado o la
prueba de Tau-b de Kendall si las variables eran ordinales, y el test de Wilconxon se empleó
para el estudio de muestras apareadas. El porcentaje de divergencia de las secuencias se
comparó mediante el programa GENSTAT para windows, versión 5.3, Los resultados se




El RNA del virus Ci se detectó en el suero basal de 15 (9.3%) de los 161 pacientes
estudiados, 10 hombres y 5 mujeres, con edades comprendidas entre 18 y 64 años (media:
40.2±13.2).La dosis de FN y la duración del tratamiento que recibieron estos pacientes se
muestran en la tabla III.
IV. 1. Respuesta al tratamiento de los virus C y G en los pacientes coinfectados
De los 15 pacientes coinfectados por los virus C y Ci, 7 (46.6%) respondieron al
tratamiento con respecto al virus C, negativizando además el virus Ci y, de ellos, 4
mantenían la respuesta al completar el período de seguimiento (el virus Ci reapareció en 3),
mientras que recidivaron los 3 casos restantes. 8 pacientes (53.3%) no negativizaron el
RNA VHC al final del tratamiento y, junto con los 3 pacientes que recidivaron se
consideraron como no respondedores (11/15, 73.3%),
A] finalizar el seguimiento, 7 de los 11 pacientes no respondedores eran positivos
para el virus Ci: 4 de ellos al final del tratamiento y los otros 3 consiguieron la
negativización del virus Ci al final del tratamiento pero fUe positivo en la muestra de
seguimiento (figura 2).
Por lo tanto, hubo 7 (46.6%) pacientes en los que fUe posible la detección
simultánea de los virus C y Ci en las muestras séricas obtenidas al final del tratamiento o
bien al 6~ mes de seguimiento, es decir, cumplían los criterios para ser incluidos en el grupo
de estudio o grupo 1. 8/15 pacientes no reunían las condiciones exigidas puesto que no




Tabla 111. Pautas de tratamiento con LFN en los pacientes coinfectados
































































Figura 2. Respuesta de los virus C y Ci al tratamiento en los pacientes coinfectados
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IV.2. Comparación de las características de pacientes coinfectados según la respuesta
de los virus C y G
De los 7 pacientes coinfectados por los virus C y Ci postratamiento (grupo 1), 4
(57.1%) eran hombres y 3 (42.8%) eran mujeres, con una edad media de 45.2±12.5(rango:
24-64). No hubo diferencia con respecto al grupo 2 en cuanto al sexo (6 (75%) hombres y 2
(25%) mujeres, p=O.4O5), aunque en este grupo hubo un claro predominio del sexo
masculino, ni en relación a la edad, ya que en el grupo 2 la edad media fUe de 35 8+13 10
años inferior a la del grupo 1, pero la diferencia no fue estadísticamente significativa
(p=0. 132).
Con respecto a la epidemiología de la infección viral, en el grupo 1 los factores de
riesgo para el contagio de la infección fUeron (figura 3): la transfusión de hemoderivados en
2 casos, el uso de drogas por vía parenteral en 1 paciente y no se demostró ningún factor de
riesgo conocido en los 4 restantes. Los factores de riesgo del grupo 2 fUeron: la transfusión
en 3 casos, la administración de drogas por vía parenteral en otros 3 y desconocido en 2
pacientes. No se encontró diferencia significativa entre los 2 grupos con respecto al factor
de riesgo (p=O.4O5).
El tiempo medio de evolución de la hepatopatía del grupo 1 fUe de 47.57±25.8
meses (rango: 13-86 meses), superior al del grupo 2, con un tiempo medio de 41.7±28





La pauta de tratamiento fue similar en los 2 grupos, tanto en dosis como en
duración: sólo hubo un paciente de grupo 2 que recibió un dosis menor, 3 MU., frente al
resto que recibieron 5 ó 6 MU., y en 2/7 y 3/8, respectivamente, el tratamiento tuvo una
duración de 12 meses, mientras que en los casos restantes fue de 6 meses.
A nivel analítico, los valores de ALT de los 2 grupos determinados basalmente, al
final del tratamiento y al 60 mes de seguimiento aparecen en las tabla IV y y.
Se comparó el valor de ALT basal de los dos grupos (grupo 1 116 7±64.6¡M/l,
grupo 2: 128.8±82.5UI/l), sin encontrar diferencia significativa (p=O 867), y lo mismo
ocurrió cuando se comparó la cifra de ALT al final del tratamiento (grupo 1: 74.1±50.2
131/1; grupo 2: 44.7±29.2UI/l) (p=O. 121).
En ambos grupos se apreció un considerable descenso en el valor medio de ALT,
que fue más acusado en el 20 grupo, aunque la diferencia no alcanzó la significación
estadística; al 60 mes de seguimiento aumentó el valor medio de ALT en los 2 grupos,
aunque de forma más importante en el primero con respecto al segundo (grupo 1:
155.5±153.4131/1; grupo 2: 73.1±110.6131/1), y esta diferencia fue estadisticamente
significativa (pcO.Ol) (figura 4).
En cuanto a la respuesta bioquímica, en el grupo 1 se alcanzó en dos pacientes
(28.6%), siendo una respuesta completa en uno de ellos que negativizó también el VHCi,
pero al final del seguimiento se observó recaída bioquímica en ambos casos. No obstante, la
elevación de ALT (57 y 96 UI./l respectivamente) no alcanzó los valores basales de estos


















































































En el grupo 2, 6/8 pacientes (75%) tuvieron una respuesta completa al final del
tratamiento, negativizando además el virus Ci. En el seguimiento, 2 pacientes recidivaron,
permaneciendo negativos para el virus Ci, mientras que 4 pacientes mantuvieron la respuesta
completa y en 3 de ellos reapareció el virus Ci (tablas VI y VII).
Solamente se pudo cuantificar la viremia basal en 9/15 pacientes, 5 pertenecientes al
grupo 1 y 4 al grupo 2. En el resto de los casos no se dispuso de material suficiente para
realizar este análisis. En el grupo 1 la carga viral media fue 3,8x105±5.7x105copias/mi, con
un rango de 1. 1x103 a 1 ,3x106 copias/mi; en el grupo 2 la viremia media fue menor, de
3.7x104±6.3x104copias/ml (rango: 1.7x103-5x10’ copias/mi), pero la diferencia no fue
estadísticamente significativa (p=O.624).
En estos mismos pacientes se determinó el genotipo, que fue lb en todos los casos.
En relación a la lesión histológica hepática (figura 5), en el grupo 1 hubo 5 pacientes
que presentaron una hepatitis crónica periportal, 1 caso mostró una cirrosis y en otro
paciente el diagnóstico fue una hepatitis crónica portal. En el grupo 2 presentaron una
hepatitis crónica periportal 7 pacientes y una cirrosis el caso restante.
La comparación entre los diagnósticos histológicos de ambos grupos no demostró
una diferencia estadísticamente significativa (p=O. 529). Se analizó el IAH (índice de
actividad histológica) de ambos grupos, que resultó considerablemente inferior en el grupo
2, con una media de 5 8+1 2 con respecto al grupo 1, cuya media fUe de 7±2.9,pero la
diferencia no alcanzó significación estadistica (p=O.l 75).
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Tabla VI. Respuesta bioquímica del grupo 1
Paciente ALTfln RNA-Cfin RNA-Gfin ALTseg RNA-Cseg RATA-Gseg
7
7
42 + + 57 + +
36 - - 96 + +
fin: final de tratamiento
seg: seguimiento
Tabla VII. Respuesta bioquímica del grupo 2







39 - - 343 +
31 - - 36 - +
20 - - 13 - +
40 - - 12 - +
13 - - 18




Posteriormente se compararon de forma independiente los grados de inflamación
periportal (grupo 1: 2.1±1.2;grupo 2: 1.7±0.4),portal (grupo 1: 2.7±0.9;grupo 2: 2.3±0.9)
y lobulillar (grupo 1: 2 1+<) 9~ grupo 2: 1.7±0.8),y no se encontró diferencia significativa
entre ambos grupos (p=O.2S13, p=O.13’76 y p=0.558, respectivamente). Asimismo, se
comparó el estadio de fibrosis de los 2 grupos y tampoco existió diferencia significativa
(grupo 1: 2.5±1.1;grupo 2:1.8±1.1,p=O.152). En las tablas VIII y IX se muestran los
diagnósticos histológicos por paciente en los respectivos grupos
Tras finalizar el periodo de seguimiento posterapia, se realizó una biopsia hepática a
9 de los 15 pacientes coinfectados, 4 pacientes de grupo 1 y 5 del grupo 2, y se comparó el
resultado histológico con el obtenido previamente al tratamiento. En las tablas X y XI
aparecen los diagnósticos histológicos de las biopsias finales.
En 2 pacientes (50%) del grupo 1 (casos 2 y 3) se observó una mejoría histológica
que consistió en una menor puntuación tanto del IAH (de 8 a 3 y de 12 a 11,
respectivamente) como del estadio (de 2 a 1 y de 4 a 3, respectivamente), mientras que en
los otros 2 casos ( 6 y 7) aumentó el IAH ( de 7 a 8 y de 2 a 4, respectivamente) sin variar
el estadio. Estos últimos pacientes presentaron respuesta bioquímica con recidiva posterior
(en uno de ellos la respuesta fue completa), sin existir respuesta en los 2 primeros casos.
En el grupo 2 la lesión histológica regresó de forma considerable en 3 pacientes
(casos 4, 5 y 6), evolucionando desde una hepatitis periportal a una portal en 2 casos y a
una curación histológica en el caso restante; en el paciente 3 disminuyó el IAH, de 8 a 3, sin
modificarse el diagnóstico ni el estadio y en el último caso se observó un aumento del IAH,
de 4 a 5, con reducción del estadio, de 2 a 1. Los 4 (80%) pacientes que presentaron una
62
Resultados
regresión de la lesión histológica eran respondedores al tratamiento, de forma mantenida,
mientras que fue no respondedor el único paciente en el que la histología no mejoró.
Por lo tanto, globalmente la histología evolucionó de forma favorable tras el
tratamiento, pero la mejoría fue más acusada en el grupo 2 coincidiendo con la respuesta
completa mantenida al tratamiento.
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Tabla VIII. Diagnósticos histológicos de las biopsias basales del grupo 1
Diagnóstico I.A.H. Inflamación Inflamación Inflamación
Paciente Portal Periportal lobulillar
Estadio
1 HCPeriportal 6 2 2 2 2
2 HCPeriportal 8 3 3 2 2
3 Cirrosis 12 4 4 4 4
4 HCPeriportal 7 3 2 2
con puentes
3
5 HCPeriportal 7 3 2 2
con puentes
3
6 HCPeriportal 7 3 2 2 2
7 HCPortal 2 1 0 1 1
HC: Hepatitis crónica; I.A,H.: Indice de actividad histológica
Tabla LX. Diagnósticos histológicos de las biopsias basales del grupo 2
Diagnóstico I.A.H. Inflamación Inflamación Inflamación
Paciente Portal ~j~oflal lobuliliar
1 HCPeriportal 6 3 1 2
Estadio
1
2 Cirrosis 6 2 2 2 4
3 HCPenportal 8 4 2 2
con puentes
3
4 HCPeriportal 7 3 2 2 2
5 HCPeriportal 5 2 1 2 1
6 HCPeriportal 5 2 2 1 1
7 HCPeriportal 4 2 2 0 2
8 HCPeriportal 6 1 2 3 1
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Tabla X. Diagnósticos histológicos de las biopsias finales del grupo 1
N0Paciente Diagnóstico I.A.H. Inflamación Inflamación Inflamación
Portal Periportal lobulillar
Estadio
2 HCPenportal 3 1 1 1 1
3 HCPeriportal 11 4 4 3
con puentes
3
6 HCPeriportal 8 3 3 2 2
7 HCPortal 4 3 0 1 1
HC: Hepatitis crónica; I.A.H.: Indice de actividad histológica
Tabla XI. Diagnósticos histológicos de las biopsias finales del grupo 2
N0Paciente Diagnóstico I.A.H. Inflamación Inflamación Inflamación
Portal Periportal lobulillar
Estadio
3 HCPeriportal 3 2 0 1
con puentes
3
4 HCPortal 2 1 0 1 1
5 HCPortal 2 1 0 1 0
6 Parenquima sin O O O O
alteraciones
O
7 HCPeriportal 5 1 1 3 1
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IN.3. SSCP de la region NS3 de los virus C y G
Virus C (figura 6)
El análisis realizado en la muestra basal de los 7 pacientes coinfectados pre y
postratamiento mostró un n0 medio de bandas de 4.4±1.3(rango: 2-6 bandas), mientras que
en las muestras obtenidas hasta completar el seguimiento el n0 medio fue de 3.3±1.4bandas
(rango: 2-5 bandas), aunque este descenso en el n0 de bandas con respecto al n0 basal no fue
estadísticamente significativo (p=O.O6). En cuatro pacientes (57.1%) disminuyó el n0 de
bandas, en ningún paciente aumentó y en 3 casos (42.9%) no se modificó dicho número.
En los pacientes que presentaron respuesta bioquímica al final del tratamiento, el n0
basal de bandas fue de 5 y 6, respectivamente, similar al n0 medio de bandas de los pacientes
que no respondieron, con 4,0±1.2bandas; también fue similar en las muestras posterapia,
con un n0 de 2 y 5 bandas, respectivamente, en los 2 respondedores y un n0 medio de




Virus G (figura 7)
No se observó diferencia en el n0 de bandas del SSCP entre las muestras basales
(4±1.9bandas; rango: 2-7 bandas) y las muestras finales (4.4±2.3bandas; rango: 2-8
bandas) (p=O.’7l5). En 3 pacientes (42.9%) fue superior el n0 de bandas en la muestra final,
habiendo negativizado el virus dos de ellos, con recidiva posterior, mientras que en 3
(42.9%) casos no se modificó el n0 de bandas y sólo en un caso (14.2%) fue menor.
En los 2 casos que respondieron bioquimicamente el n0 de bandas fue de 4, similar al
n0 medio de los 5 pacientes no respondedores, 4±2.3bandas y en las muestras de
seguimiento el n0 de bandas fue de 4 y 8, respectivamente, en los casos en los que hubo
respuesta, y de 3.8±2.1bandas en los que no la hubo. Como puede observarse en estos dos
pacientes, el nt de bandas del virus 9 aumentó en un caso y no se modificó en el otro.
Comparación virus C-virus G
No se encontró diferencia estadísticamente significativa al comparar el n0 de bandas
de ambos virus en las muestras basales de los ‘7 pacientes (4,4±1.3VHC frente a 4±1.9
VHCi, p=0.352), ni al realizar esta misma comparación en las muestras obtenidas posterapia
(3.3±1.4VHCfrentea4.4±2.3VHCi,p=0177).
Al analizar el n0 de bandas basal del SPSS en los 2 virus no se encontró relación
entre el n0 de bandas y la vía de contagio de la infección, y comprobamos que este número
no aumentaba con la edad del paciente, con el tiempo de evolución de la enfermedad ni con
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la severidad de la lesión histológica. En este sentido, tampoco hubo relación entre el cambio
del n0 de bandas postratamiento en los dos virus y la evolución histológica observada en los
casos que se biopsiaron postratamiento; así, la regresión histológica (2 casos) se acompafló
de una reducción del n0 de bandas del SPSS del virus C, y de aumento en 1 caso y de
ausencia de variación en el otro para el virus Ci, y la progresión histológica ocurrió en 2
pacientes en los que disminuyó el n0 de bandas del virus C y en el virus Ci aumentaron en un
caso sin modificarse en el otro.
Por otra parte, se observó que las variaciones que aparecían en el SPSS tras el
tratamiento no ocurrían paralelamente en ambos virus, sino de forma independiente, ya que
los cambios en el n0 de bandas de uno de ellos no se acompañaba del mismo cambio en el
otro virus, sino que unas veces la cifra no sufría modificaciones y otras se producía el efecto
contrario al ocurrido en el primero. Así, en los pacientes que presentaron respuesta
bioquímica, el n0 de bandas del virus C disminuyó, mientras que aumentaron las bandas del




IV.4. Divergencia de las secuencias 5’UTR y NS3 de los virus C y G
La secuenciación directa de los productos de PCR de las regiones 5’UTR y N53,
tanto a nivel basal como tras tratamiento, mostró que la divergencia de las secuencias era
estadísticamente superior en el virus Ci que en el virus C (p<ZO.Ol) (tabla XII).
El porcentaje de divergencia de las secuencias no se relacionó con características
como la edad, el sexo, el tiempo de evolución ni con la severidad de la lesión histológica.
Por último, cuando se compararon las secuencias basales y finales de las 2 regiones
en cada virus no se encontraron diferencias significativas.
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La heterogenicidad genética del virus C es uno de los factores que pueden contribuir
a la cronificación de la infección y a la escasa respuesta al tratamiento antiviral (FN) en los
pacientes con hepatitis C; así, Le Guen (154) en su estudio encuentra correlación entre la
complejidad de las cuasiespecies y la respuesta al tratamiento, y Pawlotsky (113) demuestra
que a mayor diversidad genética de la RuY del virus C, menor es la posibilidad de respuesta
completa mantenida al IFN. Además, el tratamiento con FN puede actuar sobre la
variabilidad genética de esta región genómica, aumentándola (114), probablemente porque
el virus es capaz de generar variantes mutantes que “escapan” del control inmunológico del
huésped conduciendo a una falta de respuesta al LEN.
En otras secuencias del genoma del VHC, como en la región NS5A, también ha sido
posible demostrar la inducción de variaciones en la población de cuasiespecies por el FN
(115), de forma que, tras la terapia, persisten aquellas variantes virales con una secuencia
determinada entre los aminoácidos 2209 y 2248, mientras que aquellos con un n0 de
sustituciones =4 son eliminados durante el tratamiento. Pero existe discrepancia con
respecto a estos resultados y a su interpretación (118,119), por lo que parece necesario
ampliar el conocimiento sobre la variabilidad genética del virus C para poder explicar su
patogenia y para optimizar la respuesta al tratamiento.
El virus Ci presenta una mayor conservación de sus secuencias en comparación con
el virus C y carece de región hipervariable, aunque circula como cuasiespecies en un mismo
individuo; no obstante, hasta el momento es escasa la información existente sobre su




La distribución genómica en un individuo en forma de cuasiespecies resulta,
probablemente, de complejas interacciones entre el huesped y la variante viral infectante,
dotando al virus de una significativa ventaja que le permite sobrevivir en un medio adverso,
ya que, ante cualquier nueva condición ambiental, existe una rápida selección de aquellos
mutantes más capacitados para subsistir. La RHV del virus C es donde más ampliamente ha
sido estudiado el fenómeno de las cuasiespecies, y se ha argumentado que la selección de las
variantes virales se produce fundamentalmente por una presión selectiva ejercida por el
sistema inmune del huésped, puesto que esta región genómica actúa como diana de la
respuesta humoral, es decir, de los anticuerpos anti-VHC (113).
En general, es escasa la información existente en relación a las cuasiespecies de otras
regiones del virus C (y más aún respecto al virus Ci), tanto sobre su aparición como acerca
de la persistencia en el huésped (sin poder establecer una correlación clínica por ello), y de
las posibles presiones selectivas a que son sometidas, especiaimente la presión del
tratamiento con LEN, y esto es así porque hasta poco tiempo los métodos disponibles para
estudio de las cuasiespecies eran tremendamente laboriosos (requerían del clonaje y la
secuenciación), de elevado coste y, en muchos casos, de baja sensibilidad (33,38).
Un nuevo método estandarizado, sencillo, rápido, reproducible y con elevada
sensibilidad, el SSCP, ha facilitado el análisis de las cuasiespecies (155) y, actualmente, se
considera como la mejor técnica para evaluar las “variantes mayores” dentro de la población
de cuasiespecies, es decir, la complejidad de las cuasiespecies (113).
Por ello el SSCP fue el método que utilizamos para estudiar la complejidad de
cuasiespecies de los virus C yO sobre la región NS3, considerada como una región bastante
conservada entre los diferentes aislados del virus C, y con una función relevante en la
regulación del ciclo vital del virus C, pues procesa la poliproteina a través de sus actividades
72
Discusión
serin-proteasa y RNA-helicasa; por su acción específica, estas enzimas representan una
importante diana sobre la que podrían actuar futuros tratamientos antivirales, interrupiendo
así el ciclo viral (21,26), y sería interesante conocer las diferentes variantes virales
(cuasiespecies) de N53 que, según su acción reguladora sobre el ciclo viral podrían influir
en la persistencia viral y en la respuesta al tratamiento. Por este motivo analizamos la
complejidad de cuasiespecies de esta región de los virus C y Ci en coinfección, basalmente y
tras tratamiento con WN; además, mediante la secuenciación de los productos de PCR de
NS3 y de la región 5 ‘UTR, estudiamos la diversidad de cuasiespecies de los 2 virus en
coinfección.
En este estudio un 9.3% de los pacientes con hepatitis crónica C estaban
coinfectados por el virus Ci, porcentaje similar al descrito, pues la prevalencia de la
infección por el virus Cien los pacientes con hepatitis C se sitúa en el 6-19% (141).
Coincidiendo con otros estudios, la edad media de los pacientes coinfectados
(40.2±13.2años) fue inferior a la de los pacientes con infección aislada por el virus C
(45±14años), hecho cuya significación no se conoce y que para algunos autores podría
indicar cómo con el tiempo se podría generar una respuesta inmune competente y conseguir
así la eliminación de virus Ci (142).
En relación con el virus C, la respuesta completa al tratamiento se consiguió en 8/15
pacientes coinfectados, un 53.3%, con recaída de 4/8 casos (50%), por lo que al final del
seguimiento alcanzaron la respuesta mantenida 4/15 pacientes (26.6%); estos resultados
concuerdan con los datos disponibles sobre la eficacia del tratamiento con FN en pacientes
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portadores de hepatitis crónica C (98,99), y confirman la ausencia de influencia de la
coinfección por el virus Cien la respuesta al JFN de este grupo de pacientes (146,156).
Con respecto al virus Ci, se consiguió la negativización del RNA al final del
tratamiento en 11/15 pacientes (73.3%), pero en 6 de estos 11 casos (54.6%) fue positivo al
60 mes de seguimiento, por lo que 5/15 pacientes (33.3%) permanecían negativos para el
virus Ci al completar el periodo de seguimiento. Igualmente, la respuesta al tratamiento del
virus Ci está en relación con la obtenida en estudios similares (147,157) y se demuestra que
es independiente de la del virus C.
Del total de pacientes coinfectados, se seleccionaron aquellos no respondedores que
persistían coinfectados al finalizar el seguimiento, para estudiar la variabilidad genética, y no
hubo diferencias significativas respecto a los casos restantes que pudieran explicar la
diferente respuesta al tratamiento de los 2 grupos, en relación a:
el sexo, aunque en el grupo de pacientes no coinfectados postratamiento existía un
predominio masculino,
la edad, que flie inferior en el grupo no coinfectado posterapia, y, aunque la diferencia no
fUe estadísticaniente significativa, debe tenerse en cuenta su influencia sobre la diferente
respuesta observada en este grupo, confirmando que la edad inferior es un factor predictivo
de respuesta favorable al tratamiento (111,112),
a la vía de contagio, aunque en el grupo de estudio el porcentaje de advp fue inferior con
respecto al otro grupo (figura 3), y esta es la vía de contagio que se ha relacionado con una
mejor respuesta al tratamiento (111), factor que debemos considerar ante la ausencia de
respuesta en este grupo de pacientes y la presencia de respuesta en el contrario,
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al tiempo de evolución de la enfermedad, que aunque resultó superior en el grupo de
estudio no lo fue de forma significativa, pero es otro de los factores que pudo contribuir a la
no respuesta en estos pacientes,
la cifra de ALT basal,
la carga viral basal ni el genotipo infectante, y
la lesión histológica hepática pretratanúento.
Por lo tanto, no hubo diferencias entre los dos grupos en los factores predictivos de
respuesta, ni en lo que se refiere a las características de los pacientes ni en relación con los
factores virales que generalmente se estudian, es decir, la carga viral y el genotipo del VHC.
Complejidad de las cuasiespecies de NS3 de los virus Cy G a nivel basal
El análisis de las cuasiespecies de la región NS3 mediante SSCP, a nivel basal, no
mostró diferencias significativas al comparar el n0 de bandas del virus C con el del virus Ci
(p=O.1352). La complejidad de las cuasiespecies no guardó relación en uno ni en otro virus
con el factor de riesgo para adquirir la infección, frente a los resultados de Pawlotsky (113),
que tras analizar las cuasiespecies de la RHV del virus C concluye que es mayor la
complejidad cuando la vía de contagio es la transfusión que cuando es la drogadicción, y
sugiere que es el tamaño del inóculo inicial el que puede dar lugar a la mayor aparición
posterior de cuasiespecies.
Además, y en relación con este mismo estudio, el n0 de bandas obtenido en el SSCP
de la región NS3 de ambos virus (virus C: 44+1 3 rango 2-6; virus Ci: 4±1.9,rango 2-7) es
inferior al que encuentran estos autores en la región HVR del virus C (5.4±2,rango 2-11),
75
Discusión
como era de esperar, ya que nosotros hemos estudiado una región más conservada y
sometida a una menor presión inmunológica que la región HVR del virus C.
Por otra parte, y asintiendo con Pawlotsky, no hemos encontrado ninguna
asociación entre el n0 de variantes mayores de las cuasiespecies de NS3 en ambos virus y
otras características como la edad, el tiempo de evolución de la hepatopatia, el genotipo del
virus C, la carga viral, etc.
Los datos obtenidos de este primer análisis permiten concluir que la complejidad de
las cuasiespecies de la región NS3 es similar en los virus C y Ci.
Según Lamonaca (158), la región NS3 representa un epítopo inmunodominante
capaz de estimular la proliferación de las células T (CD4), pudiendo ser presentado a éstas
por diferentes moléculas HLA de clase II. Dada su elevada conservación entre los diferentes
aislados del virus C, esta capacidad hace de esta región un epítopo ideal como componente
de una futura vacuna basada en la respuesta inmune celular. En este sentido, recientes
estudios han demostrado que existen diferentes patrones proliferativos de las células T y de
la producción de citoquinas por las células CD4 antígeno-específicas en los pacientes con
infección aguda autolimitada (en los que esta respuesta es más vigorosa) y en aquellos con
infección crónica por el virus C (en quienes la respuesta de las células T es menos eficaz),
sugiriendo que la intensidad de la respuesta de las células T en estadios iniciales de la
infección viral puede ser crítica para controlar la replicación viral y contener la infección
(159,160,161).
La infección por el virus C tiende a cronificar en un elevado porcentaje de casos,
frente a la escasa tendencia del virus Ci (120,122). Este estudio no ha demostrado
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diferencias en la población de cuasiespecies de N53 entre ambos virus, que, de existir,
podrían generar diferentes epítopos con distinta capacidad para estimular a las células T
dando lugar, por tanto, a una diferente eficacia en la respuesta de éstas, y explicaría la
diferente cronología de la infección por estos dos virus; no obstante, sería interesante
estudiar otros factores implicados en la activación del sistema inmune celular que pueden
intervenir en la distinta evolución de la infección por los virus C y Ci, como son la
presentación de este antígeno a las células T por diferentes moléculas FILA-II y la
antigenicidad de otras regiones virales también conservadas.
Complejidad de las cuasiespecies de NS3 de los virus Cy G alfinal del seguimiento
Las variantes mayores de las cuasiespecies de NS3 no se modificaron
significativamente tras el tratamiento con FN, ni en el caso del virus C ni en el caso del
virus Ci, y tampoco hubo diferencias al comparar estas variantes finales en los 2 virus. No
obstante, el n0 de bandas en el SSCP fue superior en el virus Ci, tanto con respecto al
resultado basal como al compararlo con las muestras finales del virus C, lo cual iría a favor
de un aumento de la complejidad de cuasiespecies de N53 del virus Ci postratamiento,
aunque no de forma significativa, y quizá debida a una mayor selección de variantes virales
de esta región genómica por el ¡FN.
La respuesta bioquímica, observada en dos casos, no estuvo en relación ni con el n0
de bandas inicial ni con el final, que fUe similar al de los no respondedores, y tampoco se
observó una relación entre la normalización bioquímica al final del tratamiento y cambio en
el n0 de bandas final con respecto al inicial, pues en el caso que presentó respuesta completa
con recidiva posterior, el n0 de bandas del virus C disminuyó postratamiento mientras que
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aumentaron en el virus Ci, y, de los 3 pacientes restantes en los que disminuyó el n0 de
bandas del virus C, sólo uno de ellos mostró respuesta bioquímica. Tampoco la evolución
de la lesión histológica estuvo en relación con el patrón de bandas postratamiento: el n0 de
bandas del virus C disminuyó tanto en algunos casos en los que la lesión regresó como en
otros en los que progresó, y aumentó en otros, mientras que la tendencia en el virus Ci fUe al
aumento o la ausencia de cambio en el n0 de bandas.
Por lo tanto, el n0 de bandas no experimentó modificaciones significativas tras el
tratamiento, y los cambios que se produjeron ocurrieron de forma independiente en cada
uno de los virus, pero sin un patrón definido que sugiera una relación con la respuesta, con
la evolución clínica, etc. Estos resultados coinciden con los expuestos por Hassoba (162),
que encontró una complejidad de cuasiespecies de la RHV del virus C similar tanto a nivel
basal como postratamiento en los pacientes no respondedores a tratamiento, y con los
obtenidos por Cierotto (163), lo que indica que la resistencia al FN viene dada por la
selección de una variante resistente que se hace mayoritaria, que no aparece “de novo” sino
que ya estaba presente basalmente, y se selecciona durante el tratamiento por la ventaja
selectiva que conlíeva, haciéndose predominante.
Según estos resultados, el FN no modifica significativamente la complejidad de
cuasiespecies de los virus C y Ci en la región N53, teniendo en cuenta que el n0 de pacientes
estudiado es demasiado bajo para extraer conclusiones definitivas y que se han analizado
exclusivamente los pacientes no respondedores coinfectados también por el virus O
postratamiento; es posible que estudios futuros comparativos de la complejidad basal de
cuasiespecies entre respondedores y no respondedores al tratamiento que incluyan a un
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mayor n0 de pacientes, puedan aportar una información más completa con respecto al papel
del IFN sobre la población de cuasiespecies de esta región genómica, y contribuyan a la
búsqueda de un patrón de SSCP predictivo de respuesta al tratamiento.
Diversidad de las secuencias 5 UTR y NS3 de los virus Cy G en coinfeedón
La divergencia de las secuencias de las regiones 5 ‘IJIR y N53 obtenida en el virus
Ci, tanto a nivel basal como tras tratamiento, coincide con la descrita por Viazov (164) y
Pickering (165), y en nuestro estudio este porcentaje de divergencia ha sido superior al del
virus C en ambas determinaciones, siendo la diferencia estadísticamente significativa. Este
dato contrasta con estudios que encuentran una menor heterogeneicidad del virus Ci con
respecto al virus C al comparar regiones como E2 y 5’UTR (135,136), e incluso con los
resultados de Pickering, que obtiene una menor variabilidad de la región NS3 del virus Ci en
comparación con la del virus C. La razón de esta discrepancia puede estar en la región
genómica estudiada, ya que la región E2 en ambos virus está sometida a diferentes
presiones selectivas inmunológicas que las regiones 5 UTR y N53, y además, es conocido
que el virus Ci carece de REY, o bien la diferencia puede deberse a las distintas condiciones
en las que se ha estudiado esta característica de la región NS3, puesto que Pickering la
analiza en pacientes infectados exclusivamente por el virus Ci, de los que desconocemos
otros aspectos (tiempo de evolución, tratamiento, etc) y los compara con secuencias
consenso del virus C, y nosotros realizamos la comparación simultánea in vivo en pacientes
cornfectados. No obstante, serían precisos otros estudios para confirmar estas hipótesis.
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Por otra parte, en nuestro estudio no existió relación entre la diversidad de las
cuasiespecies y la severidad de la lesión histológica, como Honda (166) había referido para
el virus C.
Finalmente, la comparación de las secuencias basales y finales de estas 2 regiones en
cada uno de los virus no mostró diferencias estadisticamente significativas, lo que sugiere
que el lEN no afecta a la diversidad de cuasiespecies en estas regiones genómicas de los
virus C y Ci. Unos resultados diferentes obtiene Hassoba (162), que ha estudiado la relación
existente entre la ausencia de respuesta al tratamiento con IFN o la respuesta con recaída, y
los cambios en la diversidad de cuasiespecies de la RIEIV del virus C. En este estudio se
demuestra que la diversidad aumenta significativamente con el tratamiento, y el porcentaje
de nuevas variantes es significativamente superior en los pacientes no respondedores al
tratamiento con respecto a los controles, siendo los cambios menos marcados en los
pacientes respondedores al tratamiento con recaída posterior. Estos autores concluyen que
estas mutaciones permiten al virus C escapar del efecto antiviral e inmunomodulador del
EN. Probablemente, como hemos mencionado anteriormente, los discordantes resultados
obtenidos puedan explicarse por las diferentes presiones selectivas a que son sometidas las
regiones 5 ‘UTR y N53, puesto que las características de los pacientes estudiados, es decir,




1. La complejidad genética de las cuasiespecies de la región NS3 es similar en los virus C y
Ci en pacientes coirifectados.
2. El lIEN no modifica significativamente la complejidad de las cuasiespecies de la región
NS3 de los virus C y Ci en coinfeccion.
3. La diversidad de las cuasiespecies de 5 ‘UTR y N53 en pacientes coinfectados es superior
en el virus Ci con respecto al virus C.
4. El tratamiento con IFN no influye en la diversidad de las cuasiespecies de 5’UTR y N53
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